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1 INTRODUCCIÓN 
1.1 LA FOTOSÍNTESIS 
La fotosíntesis es el proceso mediante el cual las plantas, algas, cianobacterias y 
bacterias fotosintéticas captan y utilizan la energía de la luz para sintetizar sustancias 
orgánicas. La fotosíntesis oxigénica emplea la energía luminosa para transformar el 
dióxido de carbono y el agua en oxígeno y carbohidratos, según la siguiente reacción: 
                               2222 )( OOCHOHCO
hv +⎯→⎯+      Ecuación 1 
Esta ecuación representa un resumen de todas las reacciones químicas que se 
llevan a cabo durante la fotosíntesis oxigénica. El proceso global (Fig. 1) se puede dividir 
en dos fases: reacciones luminosas (procesos unidos a membrana) y fijación de carbono 
(procesos no unidos a membrana). En la primera fase la energía de la luz es absorbida y 
transformada en energía química, produciendo oxígeno, ATP y NADPH. Y en la segunda, 
también llamada ciclo de Calvin, se produce la reducción del CO2 a carbohidratos, 
consumiendo el poder reductor (NADPH) y ATP generados en la fase anterior. 
Fase Luminosa
H2O O2
NADP+
ADP + Pi
NADPH
ATP 
Fijación de Carbono
CO2Carbohidratos  
Figura 1 Esquema general de la fotosíntesis. 
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En eucariotas, el proceso fotosintético se lleva a cabo en el cloroplasto (Fig. 2), 
orgánulo especializado que está presente en las células vegetales y algas. Está rodeado 
por una doble membrana (la envuelta externa y la envuelta interna). La envuelta externa 
es muy parecida a la membrana plasmática y deja pasar multitud de moléculas, mientras 
que la envuelta interna es más impermeable. El espacio entre ambas membranas se 
denomina espacio intermembrana. El fluido rodeado por la envuelta interna constituye el 
estroma, en donde se encuentra una membrana continua que forma los tilacoides. Esta 
membrana tilacoidal está dispuesta en forma de sacos aplanados, bien formando 
apilamientos (grana) o expuestos al estroma (lamelas estromales). El espacio interno de 
los tilacoides se denomina lumen. 
 
Figura 2 Esquema del cloroplasto y sus diferentes compartimentos. 
 
Las reacciones de la fase luminosa se llevan a cabo en las membranas tilacoidales, 
mientras que la fijación de carbono se realiza en el estroma.  
La energía solar es captada gracias a unos pigmentos fotosintéticos que se 
encuentran unidos a unos complejos multiproteicos denominados fotosistemas 
localizados en las membranas tilacoidales (Fig. 3). Cada fotosistema está compuesto 
funcionalmente por un centro de reacción y una antena. Los complejos de antena son los 
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encargados de captar la energía luminosa y transferirla a los centros de reacción en 
donde se transforma en energía química mediante la transferencia de electrones, cuyo 
inicio es la separación de cargas entre el lado donador y aceptor. 
 
Figura 3 Dibujo de las proteínas que participan en la cadena de transporte electrónico 
fotosintético; adaptado de 
www.queenmaryphotosynthesis.org/nield/psIIimages/psII_images.html. 
 
Existen dos tipos de fotosistemas: El fotosistema I (PSI) y el fotosistema II (PSII). En 
el PSII se produce la fotooxidación del agua y en el PSI se genera el poder reductor 
(NADPH). Entre los dos fotosistemas se encuentran el citocromo b6f y la plastocianina (en 
cianobacterias también existe el citocromo c6) que se encargan de transportar electrones 
del PSII al PSI. En esta cadena transportadora de electrones también participan la 
ferredoxina y la ferredoxina-NADP+ reductasa, que generan NADPH. A su vez, la ATP 
sintetasa genera ATP a partir de ADP y Pi gracias al gradiente de protones que se 
produce a ambos lados de la membrana tilacoidal. 
Al representar los potenciales de reducción relativos de los componentes de la 
cadena de transporte electrónico fotosintético obtenemos un esquema (Fig. 4) 
denominado Esquema Z, que se encuentra en plantas, algas y cianobacterias. En las 
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bacterias fotosintéticas sólo encontramos un centro de reacción (tipo PSI en las bacterias 
verdes o tipo PSII en las bacterias púrpuras) y el transporte es principalmente cíclico. 
 
Figura 4 Esquema Z de la cadena transportadora de electrones fotosintética. 
 
1.2 LOS PIGMENTOS FOTOSINTÉTICOS 
Los organismos fotosintéticos absorben la luz mediante los pigmentos fotosintéticos. 
La absorción de un fotón por un pigmento da como resultado la excitación de éste, 
promoviendo el paso de un electrón de su estado energético basal a un estado energético 
excitado. No todas las transiciones electrónicas entre orbitales están permitidas, sino 
solamente cuando la energía es exactamente la requerida para el cambio de orbital. 
En la fotosíntesis, los pigmentos excitados de antena transfieren la energía de 
excitación a los pigmentos del centro de reacción, en donde uno de los pigmentos 
excitados cede un electrón a otra molécula produciéndose la separación de cargas, 
quedando el pigmento oxidado y la otra molécula reducida. Los pigmentos se encuentran 
localizados en las membranas fotosintéticas asociados a proteínas. Existen tres tipos de 
pigmentos fotosintéticos: clorofilas, carotenoides y ficobilinas. 
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1.2.1 Las clorofilas 
Todos los organismos fotosintéticos contienen alguna forma de clorofila. Las 
cianobacterias, algas y plantas sintetizan clorofilas mientras que las bacterias 
fotosintéticas tienen una variante llamada bacterioclorofila. La molécula de clorofila (Fig. 
5) tiene la estructura de un anillo tetrapirrólico (porfirina), que coordina un átomo de Mg, y 
que posee como sustituyente en el anillo IV una larga cola hidrofóbica denominada fitol. 
Esta cadena es la que confiere a la clorofila su hidrofobicidad. El anillo porfirínico contiene 
numerosos dobles enlaces conjugados, que le otorgan la capacidad de absorber luz 
visible. 
Clorofila a
Clorofila b
 
Figura 5 Estructura de las clorofilas. 
 
Los organismos fotosintéticos oxigénicos contienen clorofila a (Chl a), y en plantas y 
algas también existe la clorofila b (Chl b). Existen otros tipos de clorofilas que se 
encuentran en algas rojas y cianobacterias. La Chl a  tiene como sustituyente en el anillo 
II un grupo metilo mientras que la Chl b tiene un grupo formilo. Si se elimina el átomo 
central de Mg de la clorofila, ésta se convierte en feofitina (Pheo). La clorofila es verde 
porque absorbe luz azul y roja; la luz verde que no se absorbe es la que se refleja y da el 
color a la molécula. Las clorofilas difieren ligeramente en su estructura, por eso su 
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espectro de absorción es diferente de unos tipos a otros (Fig. 6). Además, también influye 
en su espectro la presencia de interacciones no covalentes de las moléculas de clorofila 
con la matriz proteica. 
 
Figura 6 Espectro visible de las clorofilas. 
 
1.2.2  Los carotenoides 
Estos pigmentos se encuentran en todos los organismos fotosintéticos. Son 
tetraterpenos (C40) derivados de ocho isoprenos. Los carotenoides se dividen en 
carotenos y xantofilas. También poseen numerosos dobles enlaces conjugados (Fig. 7). 
 
Figura 7 Estructura del β-caroteno. 
 
Los carotenoides son los responsables del color amarillo-naranja en las plantas y 
absorben luz entre 400 y 510 nm (Fig. 8). Los carotenoides absorben luz y transfieren la 
energía de excitación a las clorofilas y, además, tienen un papel estructural en el 
ensamblaje de los complejos de pigmentos-proteínas. Pero su función más importante es, 
sin duda, la protección del aparato fotosintético frente al daño oxidativo. Cuando hay un 
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exceso de energía luminosa absorbida, los carotenoides son capaces de desactivar dicho 
exceso de energía y evitar la formación de oxígeno singlete que podría producir daño 
oxidativo. 
 
Figura 8 Espectro de los pigmentos fotosintéticos. 
 
1.2.3 Las ficobilinas 
Estos pigmentos son importantes para la absorción de la luz en algas rojas y 
cianobacterias, organizados en unas estructuras especiales llamadas ficobilisomas que 
se encuentran asociados periféricamente a las membranas tilacoidales. Son tetrapirroles 
lineales sintetizados a partir de la misma ruta que las clorofilas y el grupo hemo, pero son 
solubles en agua y no tienen coordinado ningún átomo metálico (Fig. 9). Absorben la luz 
en el rango de 500-650 nm (Fig. 8). 
 
Figura 9 Estructura de las ficobilinas. 
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1.3 LOS FOTOSISTEMAS 
Los fotosistemas se encuentran en las membranas tilacoidales y son complejos 
multiproteicos que participan en la captación de luz y en el transporte electrónico 
fotosintético. Como ya he mencionado anteriormente, están compuestos principalmente 
por complejos de antena y centro de reacción. Los complejos de antena son 
agrupaciones de proteínas que contienen un gran número de pigmentos, clorofilas y 
carotenoides, que son los encargados de absorber la energía de la luz por medio de la 
excitación electrónica. En los complejos de antena se produce la transferencia de energía 
entre las diferentes moléculas de pigmentos pero no hay cesión electrónica, proceso que 
sí ocurre en el centro de reacción. 
En el centro de reacción existe un “par especial” de Chl a que tras su excitación 
participa en la separación de cargas, cediendo un electrón a un aceptor. Además de 
clorofilas, feofitinas y carotenos, el centro de reacción contiene quinonas que actúan 
como aceptores. 
 
Figura 10  Representación de la distribución en la membrana tilacoidal de los diferentes 
componentes de la cadena de transporte fotosintético; adaptada de (Nelson y col., 2004).  
 
En todos los organismos que realizan la fotosíntesis oxigénica existen dos tipos de 
fotosistemas, el PSI y el PSII, los cuales tienen una localización diferencial dentro de la 
membrana tilacoidal. El PSI se encuentra preferentemente en las lamelas estromales, 
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mientras que el PS II se localiza casi exclusivamente en los grana (Fig. 10) (Nelson y col., 
2004). 
1.3.1 El Fotosistema I 
Este complejo proteico genera el potencial redox más negativo que existe en la 
naturaleza y es muy eficiente en la utilización de la energía de la luz para el transporte 
electrónico hasta la ferredoxina. La organización del centro de reacción del PSI está 
bastante conservada entre los diferentes organismos fotosintéticos. Una diferencia 
destacada es que en cianobacterias el PSI está formando trímeros mientras que en 
plantas es un monómero. Probablemente, esta oligomerización se deba a una adaptación 
evolutiva para captar las intensidades de luz más baja que predominan en su hábitat 
(Nelson y col., 2004; Sener y col., 2005). Otra diferencia es que el PSI de cianobacterias 
carece de antena extrínseca, mientras que las plantas y algas verdes desarrollaron los 
complejos de antena LHCI. 
1.3.1.1 La antena extrínseca LHCI 
El PSI de plantas y algas verdes posee una antena extrínseca denominada LHCI. 
En las plantas, este complejo está formado por cuatro polipéptidos (Lhca1-4) de la 
superfamilia génica Lhc. Estas proteínas tienen un peso aproximado de unos 25 kDa y 
cada una contiene varias Chl a y b (Scheller y col., 2001; Croce y col., 2002; Dekker y 
col., 2005) y carotenoides. Los complejos de antena Lhca1-4 presentan una estructura en 
forma de media luna rodeando el centro de reacción, Lhca1 y Lhca4 constituyen un 
heterodímero y Lhca2 y Lhca3 otro (Fig. 11A) (Dekker y col., 2005). Lhc1 se une 
fuertemente al centro de reacción y el heterodímero formado por este polipéptido y Lhca4 
sirve como punto de anclaje al resto de proteínas Lhca (Nelson y col., 2004). Esta forma 
de unión hace que el intercambio de algunas subunidades en ciertas condiciones, como 
por ejemplo dependiendo de la disponibilidad de nutrientes o de la intensidad de la luz, se 
pueda hacer fácilmente (Amunts y col., 2007). Existen también pigmentos que se 
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encuentran en las superficies de contacto entre las proteínas que estabilizan las 
interacciones entre las subunidades de LHCI y el centro de reacción del PSI.  
A B
C
 
Figura 11 Estructura del complejo PSI-LHCI. A, modelo del complejo de plantas; B, modelo 
en C. reinhardtii; adaptada de (Dekker y col., 2005). C, modelo estructural del PSI de plantas 
a 3.4 Å de resolución (PDB ID.2o01) vista desde el estroma, las clorofilas en azul son las 
que conectan LHCI con el centro de reacción del PS; adaptado de (Amunts y col., 2007). 
 
C
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En Arabidopsis (A.) thaliana se han hallado dos genes más de esta superfamilia, 
Lhca5 y Lhca6. Lhca5 ha sido caracterizada recientemente, y se ha observado que es 
más abundante en ciertas condiciones, como alta luz. Puede formar homodímeros que se 
unirían al centro de reacción del PSI en el sitio del heterodímero Lhca1/4 (Jensen y col., 
2007). La función de Lhca6 es por el momento desconocida. 
En el alga verde Chlamydomonas (C.) reinhardtii existen muchas más proteínas de 
la familia Lhc. Se ha observado que el tamaño de su antena extrínseca es más grande y 
su distribución sería similar a la de plantas pero tendría una segunda línea de proteínas 
Lhca (Fig. 11B) (Dekker y col., 2005). 
Los polipéptidos Lhca se podrían agrupar dependiendo del tipo de pigmentos que 
unen cuando se realizan experimentos in vitro. Lhca1 y Lhca3 unen principalmente Chl a 
(Chl a/b entorno a 5) y 3 carotenoides, mientras que Lhca2 y Lhca4 tienen una proporción 
Chl a/b cercana a 2, y sólo 2 carotenoides (Jensen y col., 2007). Estos grupos también se 
ven reforzados por las homologías en sus secuencias. Aunque las propiedades de las 
subunidades son diferentes, las de los dos heterodímeros formados por ellas son muy 
similares, ya que cada heterodímero tiene un tipo de Lhca. El descubrimiento de clorofilas 
que conectan la LHCI con el centro de reacción del PSI y que se encuentran en las 
superficies de contacto (Fig. 11C), nos sugiere que la transferencia de energía ocurre en 
unos pocos ps (Jensen y col., 2007). 
1.3.1.2 El centro de reacción 
El centro de reacción del PSI en cianobacterias está compuesto por dos 
subunidades principales (PsaA y PsaB) donde se encuentran la mayoría de cofactores 
necesarios para la transferencia electrónica, tres subunidades extrínsecas (PsaC, PsaD y 
PsaE) y siete subunidades pequeñas (PsaF, PsaI, PsaJ, PsaK, PsaL, PsaM y PsaX). El 
centro de reacción de plantas es similar (Fig. 12) pero carece de PsaM y PsaX y, en su 
lugar, aparecen otras subunidades (PsaG, PsaH y PsaO) y una subunidad extrínseca 
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más (PsaN), que es la única que está expuesta en el lumen (Dekker y col., 2005). El 
centro de reacción de la cianobacteria Thermosynechococcus (T.) elongatus une 96 Chl 
a, 2 filoquinonas, 3 centros sulfoférricos y 22 β-carotenos (Jordan y col., 2001). Como se 
ha comentado anteriormente, el centro de reacción del PSI se presenta en cianobacterias 
en forma trimérica mientras que en plantas y algas verdes es un monómero. Se piensa 
que PsaL está implicado en la interacción de los trímeros, y que en plantas está impedido 
por la presencia de PsaH y su interacción con PsaL (Jensen y col., 2007). PsaO también 
podría estar implicado en la monomerización del centro de reacción del PSI en plantas.  
 
Figura 12 Esquema del PSI de plantas visto desde el estroma (Jensen y col., 2007). 
 
PsaA y PsaB unen el par especial de clorofilas que constituyen P700, y además los 
aceptores primarios como A0 (Chl a), A1 (filoquinona) y FX (centro Fe-S). También unen 
unas 80 clorofilas, cuya función es hacer de antena intrínseca (Scheller y col., 2001). 
PsaC une los aceptores finales FA y FB. PsaC, PsaE y PsaD participan en el acoplamiento 
con la ferredoxina y PsaF y PsaN con la plastocianina. Las subunidades PsaK, PsaG, 
PsaJ y PsaF interaccionan con LHCI, e intervienen en la interacción con LHCII, PsaH y 
PsaL y se sospecha que también participan en ella PsaI y PsaO (Jensen y col., 2007). 
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1.3.1.3 La transferencia electrónica en el PSI 
Los cofactores que participan en la transferencia electrónica están organizados en 
dos ramas, denominadas A y B. Las dos ramas son activas pero existe una gran 
diferencia entre sus velocidades de transferencia electrónica, la rama A es más lenta que 
la rama B (Fromme y col., 2006). 
 
Figura 13 Modelo estructural de la disposición de los cofactores que participan en la 
transferencia electrónica del PSI. Pc, plastocianina; Fd, ferredoxina (Nelson y col., 2006) 
 
P700 es un heterodímero formado por dos Chl, Chl a  (rama B) y Chl a’ (rama A), las 
cuales se diferencian estereoquímicamente y están localizadas próximas a la superficie 
del PSI que está en contacto con el lumen. Esta diferencia estereoquímica induciría una 
asimetría en el par de clorofilas que podría ser la causante de la diferencia de potencial 
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redox que existe entre las dos y de que preferentemente se utilice la rama B para la 
transferencia electrónica (Fromme y col., 2006). 
Aunque tradicionalmente se ha considerado que el donador primario de electrones 
es P700, trabajos recientes con mutantes puntuales en los ligandos de P700 en C. 
reinhardtii, sugieren la posibilidad de que la separación de cargas comience en una de las 
clorofilas accesorias del centro de reacción del PSI (Holzwarth y col., 2006). 
El electrón se transfiere secuencialmente del donador primario de electrones a otras 
dos clorofilas (A y A0). Este paso es muy rápido, en torno a 3 ps. El aceptor A0 transfiere 
el electrón a una de las dos filoquinonas (A1) localizadas en el lado estromático del PSI. A 
continuación este electrón es cedido al primer centro Fe-S (Fx) que está coordinado por 
cuatro cisteínas, dos de la subunidad PsaA y dos de PsaB. La transferencia prosigue a 
través de los dos centros Fe-S, primero FA y después FB, que se encuentran coordinados 
a la subunidad PsaC. Finalmente, el electrón se dona a la ferredoxina localizada en el 
lado estromático, que, a través de la enzima ferredoxina-NADP+ reductasa, genera 
NADPH. 
1.3.2 El Fotosistema II 
La fotosíntesis oxigénica comienza en este complejo multiproteico que se encuentra 
en las membranas tilacoidales. El PSII in vivo es un dímero aunque cada centro de 
reacción parece que funciona independientemente del otro. La reacción global de 
transferencia de electrones que ocurre en el PS II es:  
                             222 222 PQHOPQOH +→+      Ecuación 2 
El PS II se puede dividir en dos partes según la funcionalidad de sus componentes: 
• La antena extrínseca 
• La unidad central o “core complex” del PSII 
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1.3.2.1 La antena extrínseca. El complejo LHCII 
En plantas y algas verdes este complejo de antena está formado por proteínas Lhcb 
que unen Chl a y b, mientras que en cianobacterias este tipo de antena no existe pero los 
ficobilisomas desempeñan una función similar. 
El complejo LHCII se puede dividir en dos partes (Fig. 14). La primera de ellas es la 
antena minoritaria que está compuesta por las proteínas CP29, CP26 y CP24, codificadas 
por los genes nucleares Lhcb4, Lhcb5 y Lhcb6, respectivamente. La otra es la antena 
principal (LHCII) que es la que se localiza en el exterior del supercomplejo PSII-LHCII 
(Minagawa y col., 2004). Los supercomplejos pueden variar en el número de antenas 
principales que poseen, siendo el más pequeño el que estaría formado por dos antenas 
principales (dos trímeros) y un dímero de la unidad central del PSII. 
 
Figura 14  Modelo estructural del supercomplejo PSII-LHCII; adaptado de (Minagawa y col., 
2004). 
 
Las proteínas de la antena minoritaria se encuentran en forma monomérica 
rodeando la unidad central del PSII y actuando de contacto con la antena principal. CP29 
se localiza junto CP47 y CP26 junto a CP43. CP24 no está presente en el supercomplejo 
PSII-LHCII tradicional sino en supercomplejos mucho más grandes que poseen un 
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número mayor de trímeros de antena principal, e interaccionaría con CP29 (Dekker y col., 
2005). 
B
A
C
 
Figura 15  Modelo estructural de LHCII (PDB ID: 2bhw). A, estructura del trímero LHCII visto 
desde el estroma. B, estructura del trímero visto desde la membrana. C, esquema de la 
hipótesis de la importancia de la carga de la superficie de la proteína en el apilamiento 
tilacoidal; la parte roja es la superficie cargada negativamente y la azul la cargada 
positivamente; adaptado de (Standfuss y col., 2005). 
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La familia LHCII está compuesta por varias proteínas muy conservadas que unen 
clorofila con secuencias, estructura y función similares. La antena principal tiene tres 
clases de componentes (Lhcb1, Lhcb2 y Lhcb3) con diferentes tendencias a ser 
fosforilados y que forman trímeros. Son genes nucleares y cada uno de ello posee varias 
copias en el genoma del organismo. Cada polipéptido LHCII tiene unos 25 kDa y une 14 
clorofilas (a y b, con una relación Chl a/b de 1,3), cuatro carotenoides y dos clases 
diferentes de lípidos, fosfatidilglicerol (PG) y digalactosildiacilglicerol (DGDG) (Standfuss y 
col., 2005). 
La forma más abundante es Lhcb1, y la relación con respecto a las demás depende 
de las condiciones de crecimiento (Walters y col., 1999). La unidad funcional de LHCII es 
la forma trimérica, que pueden ser homotrímeros o heterotrímeros (Fig. 15A y 15B). Su 
principal función es captar la energía luminosa y transferirla al centro de reacción del PSII. 
Además, tiene un papel estructural en el apilamiento de las membranas tilacoidales (en el 
que participa sobre todo el extremo N-terminal de las proteínas y su parte estromática). 
Se ha observado que la parte del trímero que está en el estroma está cargada 
negativamente, excepto los primeros 15 residuos que poseen carga neta positiva. El 
resultado de esta diferencia de cargas podría ser la explicación de la gran influencia que 
tiene este complejo en el apilamiento tilacoidal, pudiendo actuar en forma de “velcro” (Fig. 
15C) (Standfuss y col., 2005). 
A través de un sitio de fosforilación, este complejo es capaz de regular la 
distribución de energía de excitación entre el PSII y el PSI, al migrar de un fotosistema a 
otro (Allen y col., 1981; Anderson y col., 1988; Vener y col., 1997; Minagawa y col., 2004). 
Además, en casos de fotoinhibición por un exceso de luz, los carotenoides presentes en 
estos complejos de antena, también parecen colaborar en la desactivación del exceso de 
excitación luminosa (Standfuss y col., 2005). Esta capacidad de los carotenoides para 
reducir el exceso de energía y evitar, así, el daño oxidativo los hacen indispensables en la 
fotosíntesis oxigénica. 
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PsbS  
Es un miembro de la superfamilia Lhc de unos 22 kDa con cuatro hélices 
transmembrana. Une clorofilas y carotenoides, y parece estar implicada en el “quenching” 
no fotoquímico dependiente de pH (disipación del exceso de energía en condiciones de 
alta luz). Muchos autores proponen un cambio conformacional inducido por pH en PsbS 
para su función (Bergantino y col., 2003).  Esta proteína controla la organización del PSII 
y su antena LHCII (Kiss y col., 2008). 
1.3.2.2 La unidad central 
La unidad central o “core complex” es la unidad mínima capaz de producir la 
separación de cargas, la reducción de las quinonas y el desprendimiento de oxígeno. Se 
puede dividir en tres partes:  
• La antena interna del PSII 
• El centro de reacción 
• Las proteínas extrínsecas 
Se ha conseguido cristalizar y obtener la estructura tridimensional por Rayos X de 
esta unidad central, pero sólo en el caso de cianobacterias ha sido posible obtener una 
resolución suficiente para distinguir la mayoría de las proteínas y cofactores. La de mayor 
resolución (2,9 Å), fue publicada recientemente y corresponde a la unidad central de la 
cianobacteria T. elongatus [(Guskov y col., 2009), PDB ID 3BZ1]. 
1.3.2.2.1 La antena interna 
La antena interna son dos proteínas denominadas CP47 (56 kDa, el producto del 
gen cloroplástico psbB) y CP43 (50 kDa, el producto del gen cloroplástico psbC), que son 
bastante homólogas y unen Chl a y β-caroteno. CP47 está localizada junto a D2 y CP43 
junto a D1 (Loll y col., 2005). Son proteínas bastante similares a los dominios de PsaA y 
PsaB que funcionan como antena interna en el PSI (Fromme y col., 2006). 
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Su función es mediar en la transferencia de energía de excitación procedente de la 
antena extrínseca LHCII y dirigirla al centro de reacción, además de una función 
estructural y, probablemente, de estabilización del complejo de desprendimiento de 
oxígeno. Las clorofilas de estas proteínas están dispuestas fundamentalmente en dos 
capas: una cerca del estroma y otra cerca del lumen. Sólo hay dos clorofilas entre las dos 
capas en cada proteína (Müh y col., 2008) (Fig. 16). Según las últimas estructuras 
resueltas a 3 Å y 2.9 Å, CP43 une 13 Chl a y CP47 une 16 Chl a (Loll y col., 2005; Guskov 
y col., 2009). Las clorofilas están en su mayoría coordinadas por histidinas. 
 
Figura 16 Modelo estructural de la ordenación de las clorofilas de la antena interna del PSII; 
adaptado de (Müh y col., 2008). 
 
1.3.2.2.2 Las proteínas extrínsecas 
Estas proteínas se encuentran localizadas en el lumen. Las proteínas extrínsecas 
son varias (Roose y col., 2007): la proteína de 33 kDa (PsbO) está presente en todos los 
organismos con fotosíntesis oxigénica, la proteína de 23 kDa (PsbP), la proteína de 17 
kDa (PsbQ), PsbR (en plantas y algas verdes, 10 kDa), PsbU (en cianobacterias y algas 
rojas, 12 kDa), PsbV (citocromo c550, en cianobacterias y algas rojas) y Psb27 (11 kDa). 
En eucariotas, los genes que codifican para estas proteínas son genes nucleares. Las 
proteínas extrínsecas unen diferentes iones que ayudan a crear el ambiente óptimo 
necesario para que se lleve a cabo la fotooxidación del agua. 
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PsbO 
Es un componente clave en el complejo de desprendimiento de oxígeno (OEC) y su 
función es estabilizar el centro metálico de Mn y modular las necesidades de ión Ca2+  y 
Cl-, para la fotooxidación del agua. En plantas se ha descubierto la existencia de varias 
isoformas que podrían tener diferentes funciones (Pérez-Bueno y col., 2004). Las plantas 
y algas verdes no son capaces de crecer fotoautotróficamente sin ella (Yi y col., 2005). 
Las cianobacterias, en cambio, sí que lo hacen pero a niveles mucho más bajos que en 
presencia de esta proteína (Philbrick y col., 1991). En la última estructura resuelta a 2,9 Å 
(Guskov y col., 2009) se ha identificado un posible ión Ca2+ unido a varios aminoácidos de 
esta proteína que se correspondería con el sitio de unión a Ca2+ propuesto anteriormente 
(Murray y col., 2006). También se especula con la posibilidad de que sea un canal de 
transporte del agua y de los protones desprendidos durante su fotooxidación (Roose y 
col., 2007). Los análisis estructurales sugieren que esta proteína podría ser importante en 
la estabilización del dímero del PSII. Se une al resto de la unidad central del PSII a través 
de los dominios de CP43 y CP47 que están expuestos en el lumen, y también 
interacciona con alguna región de D1 y D2. Recientemente se ha observado que puede 
tener actividad enzimática porque en condiciones de luz une GTP y podría actuar en la 
regulación de la degradación de D1. Así que PsbO, además de tener un papel importante 
en el desprendimiento de oxígeno, también participaría en el ciclo de reparación del PSII 
(Suorsa y col., 2007). 
PsbP 
En plantas se ha visto que existen varias isoformas de esta proteína que servirían 
para modular la actividad fotosintética (Roose y col., 2007). Su importancia dentro del 
OEC es clara, protegiéndolo de reductores exógenos y modulando las necesidades de los 
iones Ca2+ y Cl-. PsbP es esencial para la actividad del PSII in vivo (Ifuku y col., 2005). En 
los modelos estructurales que existen de la unidad central del PSII, esta proteína no 
aparece, pero se propone que su extremo N-terminal hidrofóbico le sirve de anclaje 
(Roose y col., 2007). En plantas es necesaria la presencia de PsbO para su unión, 
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mientras que en algas verdes la unión de PsbP es independiente del resto de proteínas 
extrínsecas. 
La estructura de PsbP de Nicotiana (N.) tabacum está disponible a 1.6 Å de 
resolución [(Ifuku y col., 2004), PDB ID 1V2B]. Esta estructura es muy similar a la de otra 
proteína con función GTPasa, sugiriendo que PsbP podría estar implicada como 
reguladora GTP/GDP, mecanismo que participa en el recambio del PSII.  
PsbQ 
Esta proteína también tiene un papel estructural en el OEC y, además, protege a 
éste de su inactivación y de los reductores presentes en el lumen (Roose y col., 2007). 
Estudios en plantas indican que bajo condiciones normales de crecimiento, PsbQ no es 
esencial para el funcionamiento del PSII, pero sí parece serlo en un ambiente de poca 
luz. Existen modelos estructurales de esta proteína aislada [(Balsera y col., 2005), PDB ID 
1VYK].  
PsbR 
Como se ha mencionado anteriormente, PsbR está presente únicamente en plantas 
y algas verdes. Su función por el momento no está bien definida aunque es necesaria 
para el correcto funcionamiento y optimización de la transferencia electrónica y la 
fotooxidación del agua (Roose y col., 2007). La pérdida de esta proteína afecta a los 
niveles presentes de PsbP y PsbQ (función estructural), además de incrementar la 
relación PSI/PSII, indicando una disminución en la transferencia electrónica al pool de 
plastoquinonas de la membrana tilacoidal (Suorsa y col., 2006). En C. reinhardtii se ha 
observado que esta proteína se fosforila, sugiriendo que participa en la reparación del 
PSII (Turkina y col., 2006). 
PsbU 
Se encuentra presente sólo en cianobacterias y algas rojas. Participa en la 
protección del centro metálico de Mn, modulando las necesidades de Cl- junto con PsbQ y 
PsbP. En mutantes que carecen de PsbU, la eficiencia fotosintética se ve disminuida 
afectando también a la unidad central del PSII (Inoue-Kashino y col., 2005). Se ha 
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observado que la unión de PsbU provoca cambios estructurales en el PSII quizá 
ayudando a su unión con los ficobilisomas (Veerman y col., 2005). PsbU estabiliza al PSII 
del calor, el daño por luz, la inactivación por oscuridad, las especies reactivas de oxígeno 
y la fuerza iónica baja (Roose y col., 2007).  
PsbV 
Corresponde al citocromo c550 y se encuentra sólo en cianobacterias y algas rojas. 
Es un citocromo soluble con el grupo hemo coordinado por dos histidinas, que posee un 
potencial de reducción muy bajo (-240 mV). La explicación para este potencial tan bajo es 
que, o bien unido al PSII su potencial es más alto o bien que su potencial se vea 
modificado por residuos ionizables presentes a su alrededor o por su alta exposición al 
solvente (Roose y col., 2007). Su función también es proporcionar el ambiente adecuado 
para el desprendimiento de oxígeno. Es posible que, además, funcione como aceptor de 
electrones para eliminar el exceso de éstos cuando la fotosíntesis no es óptima (Roose y 
col., 2007). 
Psb27 
De esta lipoproteína se conoce muy poco. Es una proteína básica (pI=9) y se ha 
observado en estudios con mutantes de A. thaliana que aunque no es esencial para la 
actividad del PSII, está implicada en su recuperación después de la fotoinhibición (Roose 
y col., 2007). En preparaciones de T. elongatus se ha observado en fracciones 
monoméricas de PSII que Psb27 está presente cuando las otras proteínas extrínsecas 
están ausentes (PsbO, PsbU y PsbV) (Mamedov y col., 2007). Se cree que participa en el 
ensamblaje del centro de Mn evitando que el resto de las proteínas extrínsecas se unan 
prematuramente (Roose y col., 2007). 
 
El OEC difiere en algunas proteínas extrínsecas dependiendo del organismo. En 
cianobacterias (Fig. 17) (Roose y col., 2007) están presentes PsbO, PsbU y PsbV, 
además de PsbP y PsbQ, aunque estas últimas no aparezcan en las estructuras 
cristalinas resueltas de la unidad central del PSII. El OEC de algas rojas está formado por 
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PsbO, PsbU, PsbV y PsbQ. En algas verdes en cambio las proteínas extrínsecas que lo 
componen son PsbO, PsbP, PsbQ y PsbR. En plantas son las mismas proteínas 
extrínsecas que en algas verdes pero se diferencian ligeramente en su unión al PSII. 
 
Figura 17 Modelo esquematizado del OEC en diferentes organismos; adaptado de (Roose y 
col., 2007). 
 
1.3.2.2.3 Otras subunidades 
La unidad central del PSII está compuesta por un gran número de subunidades que 
no forman parte del centro de reacción ni del OEC (Tabla 1) (Shi y col., 2004). En plantas, 
la mayoría son proteínas codificadas por genes cloroplásticos excepto PsbTn, PsbW, 
PsbX y PsbY, que están codificadas por genes nucleares. A continuación se describen 
algunas de las que se dispone más información. 
PsbH 
Está compuesta por una única α-hélice transmembrana (7–9,9 kDa), que está en 
contacto con CP47 y cerca de D2, y a ella se une la molécula de bicarbonato en el lado 
Introducción 
26 
aceptor del PSII. El extremo N-terminal tiene sitios de fosforilación (Shi y col., 2004). 
Experimentos indican que PsbH tiene influencia sobre el sitio de unión de QB, afectando a 
la transferencia de electrones entre QA y QB. Por otro lado, PsbH tiene la segunda tasa de 
recambio más alta después de D1 y se piensa que tiene una importancia fundamental en 
el ensamblaje, estabilización y reparación de la unidad central del PSII, permitiendo una o 
varias conformaciones del PSII que facilitan la retirada de la proteína D1 dañada y su 
recambio por otra sintetizada de novo (Müh y col., 2008). 
Proteína Peso molecular (kDa)
Localización 
del gen
nº de hélices 
transmembrana Función
PsbH 7 - 9,9 cloroplástica 1 Ensamblaje, reparación y estabilización del PSII
PsbJ 4 - 4,5 cloroplástica 1 Canal de PQ, unión PsbP
PsbK 4,1 - 4,3 cloroplástica 1 Unión de PQ, estabilización del dímero de PSII
PsbL 4,3 - 4,5 cloroplástica 1 Lado donador PSII, ensamblaje y dimerización del PSII, unión CP43
PsbM 3,5 - 4 cloroplástica 1 Lado aceptor PSII, formación de monómeros activos de PSII, dimerización PSII
PsbN 4,5 - 5 cloroplástica 1 Desconocida
PsbT 3,5 - 4,4 cloroplástica 1 Reparación PSII, estabilización QA
PsbTn 3 nuclear 1 Desconocida
PsbW 6 nuclear 1 Biogénesis, ensamblaje y dimerización del PSII
PsbX 4 nuclear 1 Unión o recambio de QB
PsbY 4,5 nuclear 1 Unión de manganeso
PsbZ 6,6 cloroplástica 2 Interacción LHCII-PSII, protección del PSII
 
Tabla 1 Características de las subunidades pequeñas del PSII.  
 
PsbJ 
Su gen forma parte de un operón cloroplástico junto con psbE, psbF y psbL. La 
proteína tiene unos 4-4,5 kDa y es una α-hélice transmembrana cuyo extremo N-terminal 
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está en el estroma. La inactivación de este gen en cianobacterias causa una disminución 
de la actividad de desprendimiento de oxígeno, relacionado probablemente con el menor 
número de PSII funcionales (Shi y col., 2004). PsbJ forma parte, junto con las 
subunidades del citocromo (cyt) b559, de un hipotético canal de difusión de las 
plastoquinonas (Loll y col., 2005). Mientras que en cianobacterias no es esencial para la 
actividad del PSII, en plantas es indispensable debido a la pérdida conjunta de PsbP e 
imposibilidad de que la unidad central del PSII se pueda unir a su antena extrínseca 
(Suorsa y col., 2004). 
PsbL 
 Esta proteína tiene unos 4,3-4,5 kDa y está constituida fundamentalmente por una 
única hélice transmembrana. Sólo está presente en dímeros de PSII, por lo que se piensa 
que participa en la dimerización. Es esencial para la correcta función del PSII ya que su 
supresión daña el lado donador, su ensamblaje y dimerización (Müh y col., 2008). Parece 
que es una proteína importante para la correcta unión de CP43 a la unidad central del 
PSII (Suorsa y col., 2004). 
1.3.2.2.4 El centro de reacción 
El centro de reacción es la unidad mínima necesaria para que tenga lugar la 
separación de cargas entre el donador y el aceptor primarios de electrones, seguido del 
resto de reacciones de transporte electrónico secundarias para estabilizar la separación 
de cargas. Está formado por las proteínas:  
• D1 (PsbA) 
• D2 (PsbD) 
• Citocromo b559 (cyt b559) (PsbE y PsbF) 
• PsbI 
D1 y D2 unen la mayoría de los cofactores involucrados en el transporte electrónico 
del PSII. En total, unen seis Chl a, dos feofitinas (Pheo), dos β-carotenos, un Fe no 
hemínico, las plastoquinonas (QA, QB y QC) y cuatro átomos de manganeso (centro 
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metálico de Mn). D1 y D2 son proteínas codificadas por genes cloroplásticos con pesos 
moleculares aparentes de unos 32 y 34 kDa, respectivamente. Poseen una homología 
estructural y funcional con las subunidades L y M del centro de reacción de las bacterias 
púrpuras. 
El cyt b559 consta de dos subunidades que coordinan un hemo de tipo b. A pesar de 
haberse demostrado hace ya bastantes años su función estructural, no se conocen de 
manera precisa otras funciones, aunque sabemos que no participa en la ruta de 
transferencia electrónica principal. Al ser la proteína objeto de esta tesis, expondré más 
adelante en un apartado completo sus características conocidas más relevantes. 
PsbI 
Es una proteína bastante conservada entre los organismos fotosintéticos y está 
codificada por un gen cloroplástico. Estructuralmente se encuentra entre CP43 y D1 (Loll 
y col., 2005; Guskov y col., 2009). No es esencial para el ensamblaje del centro de 
reacción, pero su ausencia provoca una desestabilización en la unión de CP43 a éste 
(Dobakova y col., 2007). También se ha visto que PsbI influye sobre la fosforilación de las 
proteínas de la unidad central del PSII (Schwenkert y col., 2006), lo que podría ser debido 
a que forma parte de la zona de contacto entre el PSII y la quinasa. 
1.3.2.3 La transferencia electrónica 
Los cofactores que forman parte del centro de reacción se organizan en dos ramas 
casi simétricas formándose dos rutas potenciales para el transporte electrónico pero sólo 
una de las ramas es activa en condiciones fisiológicas normales. El donador de 
electrones primario se denomina P680. 
La luz es captada predominantemente por las moléculas de Chl a, Chl b y los 
carotenoides asociados con las antenas extrínsecas del PSII. Luego, la energía de 
excitación pasa a través de las moléculas de los pigmentos asociados a CP47 y CP43, y 
de ahí al centro de reacción. Esta energía de excitación se utiliza para excitar a P680 
(P680*) y, así, iniciar la separación de cargas y reducir a la feofitina activa (PheoD1). PheoD1 
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dona el electrón a QA y ésta se oxida reduciendo a QB. QB necesita dos ciclos para 
reducirse totalmente (QBH2) y abandonar su localización en el PSII para transferir los 
electrones al complejo del citocromo b6f. Cuando QBH2 se desplaza de su sitio de unión 
es reemplazada por otra QB oxidada de la reserva de plastoquinonas (PQ “pool”) (Fig. 18). 
P680 oxidado es reducido por una tirosina localizada en D1 denominada YZ, que a su 
vez es reducida por los electrones procedentes del agua que son donados a través del 
centro de Mn. El proceso de la oxidación del agua se lleva a cabo a través de los estados 
redox S (S0-S4) del denominado ciclo de Kok. Para la liberación de una molécula de 
oxígeno se necesita la oxidación de dos moléculas de agua y un ciclo completo, es decir, 
que el centro de Mn pase a través de todos los estados redox.  
PD1
ChlD2
β-caroteno
Hemo cyt c550
Mn4Ca cluster
YD
YZ
Hemo cyt b559
ChlzD1 ChlzD2
QA QBFe
β-caroteno
ChlD1
PheoD1
QC
PD2
PheoD2
 
Figura 18 Modelo estructural de la disposición de los cofactores que participan en la 
transferencia electrónica a partir de las coordenadas de la estructura de 2,9 Å de resolución 
de T. elongatus (PDB ID. 3BZ1). 
 
En un principio se pensó que P680 era un “par especial” de Chl por semejanza con el 
formado en el centro de reacción de las bacterias púrpuras, pero debido a que sus Chl, 
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según las estructuras publicadas, están a una distancia mayor que en el centro de 
reacción de las bacterias púrpuras y las características espectrales no son parecidas a la 
de otros pares especiales, se empezaron a buscar otras teorías. 
Entonces se propuso el modelo de multímero, en el que las interacciones entre las 
cuatro Chl centrales son prácticamente iguales, y la excitación podría estar localizada en 
cualquiera de ellas (Durrant y col., 1995).  En los últimos años, se han publicado trabajos 
en los que se propone que el verdadero donador primario podría ser la Chl accesoria de 
la rama D1 (ChlD1) (Diner y col., 2002; Barter y col., 2003; Frese y col., 2003; Groot y col., 
2005; Raszewski y col., 2008). 
El centro de Mn está compuesto por cuatro átomos de manganeso y un ión Ca2+, 
unidos por enlaces de oxígeno (Barber, 2006). Un ión Cl- y una molécula de bicarbonato 
parece que también participan en este ensamblaje. Existen diferentes modelos 
propuestos para la estructura del centro de Mn. Unos autores proponen una estructura en 
forma de cubo en la que los vértices serían tres átomos de Mn, el Ca2+ y los oxígenos que 
enlazarían unos átomos con otros, y fuera del cubo se encontraría el otro átomo de Mn 
(Ferreira y col., 2004) (Fig. 19B). Otro modelo propuesto es una estructura en forma de Y, 
en la que tres átomos de Mn y el ión Ca2+ se encuentran formando una pirámide trigonal, 
y el otro átomo de Mn está más alejado del resto (Fig. 19C) (Loll y col., 2005). En realidad 
es complicado saber por esta técnica cuál es la estructura exacta del centro de Mn ya que 
los Rayos X empleados para su visualización modifican las distancias y posiciones de los 
átomos que lo componen (Loll y col., 2005). 
La oxidación del agua se lleva a cabo a través de cinco estados intermedios de 
valencia  (S0-S4), que se representan en el ciclo de Kok (Fig. 19A) (Kok y col., 1970). El 
tiempo requerido para completar el ciclo es de 10 ms (Barber, 2006).  
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Figura 19 A, ciclo de Kok (Barber, 2006). B, modelo del centro de Mn en forma de cubo 
según la estructura a 3,5 Å de T. elongatus: Ca2+, en azul; Mn, en violeta; Oxígeno, en rojo 
(Barber, 2006). C, esquema del centro de Mn según la estructura a 3 Å de resolución de T. 
elongatus: Ca, átomo de calcio; 1, 2, 3 y 4, átomos de manganeso (Loll y col., 2005). D, 
mecanismo propuesto para el último paso del ciclo S (S4) (Barber, 2006). 
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Según el ciclo de Kok el centro de Mn donaría sucesivamente desde el estado de 
valencia S0 hasta el estado S4 un electrón por cada estado a YZ, aumentando su poder 
oxidante en cada paso. Por cada ciclo se reduciría 4 veces YZ, que se reoxidaría, a su 
vez, por los correspondientes P680+ generados durante la separación de cargas del PSII. 
Cada separación de cargas es generada por un fotón, es decir se necesitan cuatro 
fotones para completar un ciclo. Además, en algunas transiciones del ciclo entre estados 
S se liberan un total de cuatro protones, como se ve en la figura (Fig. 19A). El estado S4 
tiene los equivalentes oxidantes suficientes como para producir la oxidación del agua y, 
por lo tanto, el desprendimiento de oxígeno. Esta reacción se lleva a cabo en el centro de 
Mn, que volvería a su estado inicial S0. 
En un trabajo reciente se propone que los estados de valencia S no serían los 
únicos pasos presentes en el ciclo de Kok y se plantea la existencia de 8 estados 
intermedios en los que los electrones y los protones serían eliminados alternativamente 
del centro de Mn (Dau y col., 2007). 
Según los modelos para la estructura del centro de Mn, se propone que el 
mecanismo de fotooxidación del agua se lleve a cabo a través de un ataque nucleofílico 
(Fig. 19D). El átomo de Mn que estaría fuera de la estructura cúbica coordinaría una 
molécula de agua mientras que la otra molécula de agua implicada en la reacción estaría 
coordinada al ión Ca2+. Durante el ciclo S se produciría la desprotonación sucesiva de la 
molécula de agua coordinada al átomo de Mn, lo que facilitaría el ataque nucleofílico del 
oxígeno del agua que está coordinada al Ca2+. La desprotonación de las moléculas de 
agua se vería favorecida tanto por algunos aminoácidos básicos próximos como por el ión 
Ca2+ que es un ácido de Lewis débil. Otros mecanismos han sido propuestos pero son 
mucho menos compatibles con los modelos estructurales (Barber, 2006).  
La presencia de Cl- también es imprescindible para que se lleve a cabo el 
desprendimiento de oxígeno. Este átomo no aparecía en ninguna de las estructuras 
resueltas anteriormente, pero en la más reciente, a 2,9 Å de resolución, se ha identificado 
un ión Cl- a 6,5 Å del centro de Mn (Guskov y col., 2009), proponiéndose que forme parte 
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de un canal de liberación de protones. Se conoce que es necesario para que el estado de 
valencia S2 pueda pasar a estados de valencia mayores. Podría tener diferentes 
funciones como la neutralización de cargas, la modulación de un potencial redox y la 
participación en una red de puentes de hidrógeno entre el OEC y el medio (Popelkova y 
col., 2007). 
1.4 EL CITOCROMO b559 
El cyt b559 forma parte del centro de reacción del PSII y es una proteína fundamental 
para su correcto ensamblaje. El cyt b559 es una proteína redox con un grupo hemo en el 
que se han observado sus dos estados: fotooxidado y fotorreducido. Está compuesto por 
dos subunidades proteicas (Metz y col., 1983; Herrmann y col., 1984; Widger y col., 
1984): la subunidad α de unos 9 kDa, codificada por el gen psbE, y la subunidad β de 
unos  4,5 kDa, codificada por el gen psbF, que atraviesan una única vez la membrana en 
forma de α-hélice (Loll y col., 2005; Guskov y col., 2009), con los extremos N-terminal en 
el estroma y los C-terminal en el lumen (Fig. 20).  
A
B
His 24
His 23
Hemo
Subunidad βSubunidad α
B
 
Figura 20 A, modelo 2D del cyt b559; adaptado de http://www.queenmaryphotosynthesis.org 
/nield/psIIimages/psII_images.html. B, modelo en 3D a partir de las coordenadas de la 
estructura de 2,9 Å de resolución de T. elongatus (PDB ID. 3BZ1). 
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Estos genes se encuentran en el genoma cloroplástico formando parte de un 
operón junto con psbJ y psbL (Cushman y col., 1988; Willey y col., 1989) y se transcriben 
en un RNA policistrónico, excepto en C. reinhardtii donde psbE y psbF están en regiones 
diferentes del genoma y se transcriben por separado (Mor y col., 1995).  
Las secuencias de las subunidades del cyt b559 están altamente conservadas entre 
los diferentes organismos. En algunas especies de plantas el gen psbF tiene codificada 
por secuencia de DNA una serina en la posición 26, mientras que los demás organismos 
conservan en esa posición el codón que codifica para una fenilalanina (Fig. 21). Se ha 
observado que en esas plantas este mRNA recupera por “RNA-editing” el codón inicial 
(fenilalanina) (Bock y col., 1993). 
10 20 30 40
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|
sub β Synechocystis PCC6803 MATQNPNQ-P VTYPIFTVRW LAVHTLAVPS VFFVGAIAAM QFIQR 44
sub β Synechococcus PCC7002 -MTSGPNQ-P VSYPIFTVRW LAVHTLAVPS VFFLGAIAAM QFIQR 43
sub β T. vulcanus MTSNTPNQEP VSYPIFTVRW VAVHTLAVPT IFFLGAIAAM QFIQR 45
sub β T. elongatus MTSNTPNQEP VSYPIFTVRW VAVHTLAVPT IFFLGAIAAM QFIQR 45
sub β C. reinhardtii MTTKKSAE-V LVYPIFTVRW LAIHGIAVPT IFFLGAITAM QFIQR 44
sub β B. vulgaris MTIDR----- -TYPIFTVRW LAVHGLAIPT VSFLGSISAM QFIQR 39
sub β S. oleracea MTIDR----- -TYPIFTVRW LAIHGLAVPT VSFLGSISAM QFIQR 39
sub β A. thaliana MTIDR----- -TYPIFTVRW LAVHGLAVPT VSFLGSISAM QFIQR 39
sub β L. japonicus MTIDR----- -TFPIFTVRW LAVHGLAVPT VSFLGSISAM QFIQR 39
sub β O. sativa MTIDR----- -TYPIFTVRW LAVHGLAVPT VFFLGSISAM QFIQR 39
sub β P. thunbergii MTIDR----- -TYPIFTVRW LAVHGLAIPT VFFLGSISAM QFIQR 39
sub β Z. mays MTIDR----- -TYPIFTVRW LAVHGLAVPT VFFLGSISAM QFIQR 39
sub β T. aestivum MTIDR----- -TYPIFTVRW LAIHGLAVPT VSFLGSISAM QFIQR 39
sub β P. sativum MTIDR----- -TYPIFTVRW LAVHGLAVPT VSFLGSISAM QFIQR 39
sub β N. tabacum MTIDR----- -TYPIFTVRW LAVHGLAVPT VFFLGSISAM QFIQR 39
 
Figura 21  Alineamiento de las secuencias de aminoácidos derivada de las secuencias de 
DNA en diferentes organismos. En algunas plantas en la posición 26 por secuencia de DNA 
se encuentra codificada una serina. 
 
El gen psbE de algunas plantas también tiene un sitio de “RNA-editing” en la 
posición 72 en la cual por secuencia se encuentra codificada una prolina y se modifica 
para codificar una serina (Hirose y col., 1999), aunque esta posición no está tan 
conservada entre los diferentes organismos como ocurría con la posición 26 en psbF. En 
cianobacterias en esa posición se encuentra una isoleucina o una alanina. 
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Sus hélices transmembrana se encuentran próximas a D2 y a PsbJ, y la estructura 
revela que está formando parte de la cavidad del sitio de unión de QB, por lo que se ha 
propuesto que el cyt b559 podría intervenir en la regulación de la difusión del PQ “pool”(Loll 
y col., 2005). Ensamblado entre las dos subunidades se encuentra un grupo hemo de tipo 
b, que está coordinado por dos histidinas, una de cada subunidad (Fig. 20) (Babcock y 
col., 1985). 
1.4.1 Espectro de absorción UV-visible del cyt b559  
Los citocromos tienen espectros que se caracterizan por tener tres bandas 
principales en el visible: banda α y banda β (en el naranja-amarillo) y la banda Soret (en el 
azul). Estas bandas presentan diferentes formas y máximos dependiendo del citocromo y 
de su estado redox. En la Tabla 2 se presentan las principales características del 
espectro de absorción del cyt b559.  
banda Soret banda β banda α fwhm
cyt b 559  oxidado 413 534 562 36
cyt b 559 reducido 427 530 559 25
 
Tabla 2 Máximos de absorción del cyt b559 en las diferentes bandas principales del espectro 
UV-Vis y la anchura de la banda Soret a la mitad de su valor máximo (fwhm); adaptada de 
(Babcock y col., 1985). 
 
El cyt b559 reducido presenta el máximo de la banda α a 559 nm, de ahí el nombre 
del citocromo (Fig. 22). El cambio de absorbancia asociado con el estado redox del 
citocromo es medido como la diferencia entre la absorbancia en el máximo de la banda α 
menos la absorbancia de uno de los puntos isosbésticos (570 nm/548 nm/538 nm) o la 
absorbancia en el mínimo 577 nm. 
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Figura 22  Espectro UV-Vis del cyt b559 purificado de espinaca reducido y oxidado; adaptado 
de (Babcock y col., 1985). 
 
La concentración de citocromo b559 presente en una muestra se calcula gracias a 
los coeficientes de extinción calculados para el espectro diferencial reducido menos 
oxidado para la proteína purificada (Cramer y col., 1986): 
• Δεmáximo banda α - punto isosbéstico = 17,5 mM-1 cm-1 
• Δεmáximo banda α – 577nm = 21,5 mM-1 cm-1 
1.4.2 Propiedades redox del cyt b559 
El cyt b559 posee unas propiedades redox únicas. Mientras que otros citocromos de 
tipo b tienen una potencial entre -100 y 100 mV, el citocromo b559 tiene varios potenciales 
posibles (Cramer y col., 1977; Thompson y col., 1989). Una forma de alto potencial (HP) 
con un potencial en torno a los +400 mV que es una forma lábil que sólo aparece en 
muestras de PSII que no hayan perdido mucho su integridad estructural. Una forma de 
potencial intermedio (IP) con un potencial entre +200 mV y +150 mV. Una forma de bajo 
potencial (LP) con un potencial de unos +100 mV que es la forma estable y es la que 
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presenta el cyt b559 purificado (Metz y col., 1983; Ortega y col., 1989) y el centro de 
reacción purificado (Stewart y col., 1998a; Yruela y col., 2003).  
El potencial de la forma HP es independiente del pH, pero a pH por encima de 7,0 
esta forma se vuelve más inestable, la cantidad de HP presente en las muestras se 
reduce progresivamente y se va convirtiendo en la forma LP, y lo mismo le ocurre a la 
forma IP (Ortega y col., 1988; Roncel y col., 2001). Por el contrario, el potencial de la 
forma LP es sensible a variaciones de pH.  
En la bibliografía se han dado diversas interpretaciones para explicar la existencia 
de estas diferentes formas de potencial. Se ha propuesto que el cambio de orientación del 
plano del imidazol de los ligandos del hemo (histidinas) sea el causante de los diferentes 
potenciales observados (Babcock y col., 1985). Según algunos estudios de EPR, la 
orientación en la forma LP de los ligandos sería paralela y en la forma HP perpendicular. 
Basándose en la dependencia del potencial con el pH de la forma LP se sugiere que 
la diferencia de potencial entre las formas IP y LP es la protonación y desprotonación de 
una de las histidinas (Fig. 23). 
 
Figura 23  Representación esquemática del modelo propuesto por (Roncel y col., 2001) de 
las diferencias estructurales entre las distintas formas de potencial del cyt b559.  
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Esta protonación de la histidina estabilizaría el estado ferroso respecto al férrico del 
hierro del grupo hemo, y sería dependiente del pH. La forma LP predominaría a pH mayor 
que 7,5, la forma IP a pH menores de 6,0, y entre esos pH habría interconversión entre 
las dos formas. La forma HP también estaría protonada pero con el protón formando un 
puente de hidrógeno con algún aminoácido de la proteína lo que provocaría un cambio 
estructural (Fig. 23) que incrementaría el ambiente hidrofóbico en el que estaría el hemo 
aumentando, así, el potencial (Roncel y col., 2001). 
 Otros grupos han realizado estudios de la influencia de ciertos herbicidas en el 
estado redox del cyt b559 (Kaminskaya y col., 2007a, 2007b) y han propuesto que los 
cambios en el potencial del citocromo b559 vienen provocados por cambios en el estado 
redox de las quinonas. Se sugiere la existencia de un nuevo sitio de unión a quinonas 
diferente a QA y QB, en la proximidad del cyt b559, en el que la unión de una quinona 
reducida induciría el cambio a forma LP y la unión de una quinona oxidada a la forma HP. 
La quinona oxidada promovería un cambio de conformación en los aminoácidos que 
forman el sitio de unión y esto se vería reflejado en un cambio de potencial redox. Este 
modo de interacción concuerda con que el cyt b559 podría intervenir en la protección del 
PSII frente a la fotoinhibición, tanto en el lado donador como aceptor, dependiendo del 
grado de reducción del PQ “pool”. Recientemente se ha sugerido la influencia de las dos 
histidinas que coordinan el hemo en los cambios de los potenciales redox del citocromo 
b559, mediante fuerzas electrostáticas que ejercerían al protonarse (Shibamoto y col., 
2008). 
Durante mucho tiempo se ha intentado restaurar la forma HP en muestras que por 
el método de extracción la habían perdido. Por ejemplo, en muestras de cloroplastos 
extraídos con hexano se consiguió parcialmente añadiendo a la muestras β-caroteno y 
quinona exógenos (Okayama y col., 1972). En membranas de tilacoides que han perdido 
la capacidad de desprender de oxígeno (carecen de centro de Mn y de proteínas 
extrínsecas) sólo se encuentra la forma LP, la forma HP es restaurada al añadir 
donadores de electrones exógenos o por la presencia de átomos de Mn (Mizusawa y col., 
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1995; Mizusawa y col., 1997; Gadjieva y col., 1999; Mizusawa y col., 1999). Por otro lado, 
se ha logrado que el cyt b559 purificado como forma LP sea parcialmente convertida en 
forma HP por su incorporación en liposomas, lo que demuestra que la forma HP necesita 
un ambiente hidrofóbico para su estabilidad (Matsuda y col., 1983; Ortega y col., 1989). 
1.4.3 Espectro de Resonancia Paramagnética Electrónica del cyt b559 
La espectroscopia de resonancia paramagnética electrónica (EPR) permite la 
observación de centros paramagnéticos exclusivamente, y nos da información sobre el 
electrón desapareado y su entorno más próximo. En el caso del cyt b559 lo que vamos a 
observar son las señales debidas al Fe del grupo hemo en su forma oxidada. 
Los valores principales de g, característicos del cyt b559 son (Fig. 24): gz, con valores 
entre 3 y 2,9; gy, entre 2,15 y 2,26; gx entre 1,4 y 1,5 (Stewart y col., 1998a). Estos valores 
de g son indicativos de un Fe de bajo espín y de una coordinación bis-histidina del grupo 
hemo, con el plano del grupo hemo perpendicular a la membrana (Babcock y col., 1985). 
 
Figura 24 Espectro de EPR del cyt b559 de “core complex” del PSII; adaptado de (Stewart y 
col., 1998a). 
 
Estas pequeñas diferencias en las señales de EPR son debidas al tipo de muestras 
analizadas y su grado de purificación. Durante años se han relacionado estas diferencias 
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con las distintas formas redox del cyt b559, caracterizándolas según el espectro de EPR 
(Thompson y col., 1989). Existen resultados que contradicen esta teoría ya que se ha 
observado que el detergente (tanto el tipo como la concentración) puede influir en las 
variaciones de las señales. En preparaciones de centro de reacción en las que solamente 
está presente la forma LP (Yruela y col., 2003), se han conseguido valores de g cercanos 
a los supuestos valores de la señal de EPR obtenida para la forma HP. Los cambios de 
los valores de g de estas señales son debidos a variaciones estructurales del entorno del 
hemo y no a su potencial redox. 
Algunos autores han comentado la existencia de una señal de hemo de alto espín, 
dándole una importancia funcional (Fiege y col., 1995; Shuvalov y col., 1995; Fiege y col., 
1996). Estos experimentos se realizaron en condiciones de pH muy básicos o de 
oxidantes muy potentes y en ellos se atribuía la presencia de este tipo de hemo de alto 
espín a la pérdida de un ligando de histidina y su intercambio por un OH- (que es un 
ligando mucho más débil). Sin embargo en un trabajo más reciente, se describe cómo la 
utilización de agentes oxidantes fuertes distorsiona el ambiente del grupo hemo, 
causando el desplazamiento de una de las histidinas de su posición axial, lo que 
provocaría un cambio en la señal de EPR de bajo a alto espín (Fig. 25) (Kropacheva y 
col., 2003).  
 
Figura 25 Modelo esquemático de la coordinación del hemo del cyt b559 en el estado nativo 
(A) y en presencia de un agente oxidante fuerte (B) (Kropacheva y col., 2003). 
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Así que se podría pensar que las formas de alto espín del cyt b559 observadas in 
vitro realmente no estuvieran presentes in vivo sino que la distorsión de la coordinación 
bis-histidina fuera inducida por los tratamientos realizados (agentes oxidantes fuertes, pH 
básico, etc.). 
1.4.4 Función del cyt b559 
Se ha comprobado que este citocromo cumple una función estructural dentro del 
centro de reacción del PSII, pero a pesar de numerosos estudios realizados, se 
desconoce por el momento si, además, tiene otras funciones. No obstante, se le han 
atribuido varias, y en los últimos años se ha señalado su implicación en la protección del 
PSII frente a la fotoinhibición como la más probable. Se ha propuesto su participación en 
el mecanismo de desprendimiento de oxígeno, en base a la observación anteriormente 
comentada de la aparición de una señal de EPR alto espín para el cyt b559 y su relación 
con una coordinación del hemo por una histidina y un OH- (Shuvalov, 1994; Fiege y col., 
1995; Hulsebosch y col., 1996). Sin embargo, el hemo del cyt b559 está situado en el lado 
estromático de la membrana tilacoidal (Tae y col., 1988; Picorel y col., 1994) y se 
encuentra bastante lejos del centro de Mn en el lumen como para poder participar 
directamente en el desprendimiento de oxígeno (Loll y col., 2005). También se ha 
postulado una posible actividad superóxido dismutasa del cyt b559 (Ananyev y col., 1994; 
Pospisil y col., 2006). Cómo ya he comentado anteriormente, la estructura tridimensional 
obtenida del PSII de T. elongatus revela que el cyt b559 está formando parte de la cavidad 
del sitio de unión de QB y, por lo tanto, podría intervenir en la regulación de la difusión del 
PQ “pool” (Loll y col., 2005). 
1.4.4.1 Papel estructural del cyt b559  
Sobre esta función no existen discusiones y se ha corroborado con numerosos 
estudios sobre mutaciones en las subunidades del cyt b559. Se han hecho mutantes que 
carecen de psbE, de psbF o de ambos, tanto en Synechocystis PCC 6803 (Pakrasi y col., 
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1989) como en C. reinhardtii (Morais y col., 1998) y en la planta N. tabacum (Swiatek y 
col., 2003). En todos ellos la actividad del PSII se ve afectada, ya que son incapaces de 
ensamblar el centro de reacción. También se han realizado ensayos con mutaciones 
puntuales en estos genes, especialmente de los ligandos axiales del hemo. Las histidinas 
que actúan de ligando del hemo, parecen ser fundamentales, ya que en su ausencia la 
actividad del PSII disminuye así cómo su cantidad presente en las membranas 
tilacoidales (Pakrasi y col., 1991; Hung y col., 2007).  
1.4.4.2 Transporte cíclico en la protección del PSII 
Debido a sus cinéticas redox lentas y su bajo rendimiento, el cyt b559 no puede 
participar en el transporte primario de electrones del PSII. Podría estar implicado, no 
obstante, en una ruta secundaria que tendría lugar cuando la transferencia principal de 
electrones no se realiza de forma normal. El transporte primario se puede ver 
interrumpido tanto en el lado donador como en el lado aceptor. Por parte del lado 
donador, cuando P680+ se acumula porque su reducción está bloqueada se pueden 
producir radicales y dañar a las proteínas del PSII, ya que es una especie muy oxidante y 
reactiva. En el lado aceptor, si la transferencia de electrones entre Pheo, QA y QB se ve 
interrumpida, se produce la acumulación de Pheo- o QA-. Pheo- puede recombinarse con 
una Chl del multímero generando el estado triplete de la Chl. Este triplete reacciona con 
el oxígeno y forma oxígeno singlete, provocando la degradación de D1.  
Se han propuesto rutas en las que el cyt b559 protegería al PSII del daño oxidativo 
en ambos lados (Fig. 26). A pesar de los numerosos estudios realizados durante años, se 
desconoce la identidad del reductor del cyt b559 así como la ruta que siguen los electrones 
a partir de éste hasta P680+. 
Introducción 
43 
CarD2
e- e-
e-
e-
e-
e-
e-
e-
e- e-e-
P680
P680* Pheo QA QB
hν
cyt b559 
PQ
PQH2
YD
Mn cluster
YZ
2O24H2O
e-
e-
QC
ChlZD2
 
Figura 26  Modelo de la  ruta secundaria electrónica del PSII. Las flechas moradas indican la 
transferencia electrónica principal que se lleva a cabo durante la fotosíntesis. Las flechas 
rojas y azules son los posibles intercambios electrónicos postulados para la protección del 
PSII. Las X naranjas marcan los puntos más frecuentes de bloqueo de la transferencia 
electrónica durante la fotoinhibición. 
 
No se sabe con certeza de qué especie recibe los electrones el cyt b559. Algunos 
autores afirman que el reductor del cyt b559 sería Pheo- (Nedbal y col., 1992; Barber y col., 
1993; Poulson y col., 1995) y otros proponen que el hemo del cyt b559 podría recibir 
electrones de QA-, QB- o del PQ “pool” (Arnon y col., 1988; Buser y col., 1992; Kruk y col., 
1999).  
Trabajos recientes proponen que debido a las distancias observadas en las 
estructuras obtenidas por Rayos X entre Pheo, QA y el hemo del cyt b559, sería necesaria 
la existencia de un mediador redox para que la transferencia electrónica entre estas 
especies y el cyt b559 fuera posible a la velocidad que ha sido medida experimentalmente 
(Kruk y col., 2001; Kaminskaya y col., 2003). Este nuevo mediador sería una quinona 
localizada en un sitio de unión diferente al de QA y QB, al que han denominado QC (Kruk y 
col., 2001) y que aparecería en el modelo estructural más reciente a 2,9 Å (Guskov y col., 
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2009). Durante la inhibición del lado aceptor, el cyt b559  recibiría los electrones de esta 
nueva quinona. 
Las diferentes formas de potencial del cyt b559 tendrían una explicación fisiológica, 
en la que el cyt b559 cambiaría de potencial redox según las necesidades electrónicas del 
PSII. La forma LP sería reducida por el lado aceptor y cambiando a la forma HP se 
llevaría a cabo la reducción de P680+ (Barber y col., 1993). 
Se conoce la existencia de un caroteno que participa en esta ruta secundaria, y que 
sería el intermediario que donaría el electrón del cyt b559 a P680+. Al principio se pensó que 
este caroteno recibiría este electrón a través de una Chl, la cual sería reducida por el cyt 
b559 (Thompson y col., 1988) y se propuso en un primer momento que fuera la ChlZD1 
(Stewart y col., 1998b). Actualmente y después de ver la posición en la que están 
colocados estos cofactores en las estructuras resueltas por Rayos X (Kamiya y col., 2003; 
Biesiadka y col., 2004; Ferreira y col., 2004; Loll y col., 2005; Guskov y col., 2009), se 
sabe que la ChlZD1 está ubicada a demasiada distancia del hemo como para que sea 
posible la transferencia electrónica entre ellos (Telfer, 2002). La ChlZD2 está mucho más 
cerca pero tampoco lo suficiente como para que hubiera transferencia directa de 
electrones entre ella y el cyt b559. Por eso se ha propuesto que la ChlZD2 formaría parte de 
una ruta secundaria alternativa independiente de la ruta en la que participa el cyt b559, 
idea que sería respaldada por cálculos de velocidades de transferencia electrónica que 
muestran que la ruta secundaria se lleva a cabo principalmente en la rama de D2 (Loll y 
col., 2005). En este modelo, la ChlZD2 donaría electrones al caroteno (CarD2) cuando fuera 
necesario y viceversa, dando lugar a ChlZD2+ que actuaría disipando el exceso de energía 
captada por el PSII (Hanley y col., 1999; Faller y col., 2001; Tracewell y col., 2001; Telfer, 
2002; Tracewell y col., 2008). No obstante algunos autores siguen proponiendo la 
participación de la ChlZD1 en la ruta de transferencia electrónica del cyt b559 a través de 
una hipotética cadena de Chl (Vasil'ev y col., 2003).  
La implicación de la YD en esta ruta tampoco es clara. Por un lado, se piensa que 
esta tirosina actuaría como reductora de P680+ cuando el centro de Mn es incapaz de 
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hacerlo, al igual que el cyt b559 pero de forma independiente de éste (Magnuson y col., 
1999). También se ha propuesto que participen conjuntamente dentro de la misma ruta y 
en ese caso la YD reciba los electrones provenientes del cyt b559  (Tiwari y col., 2008). 
1.5 PLANTEAMIENTO DE LA TESIS DOCTORAL Y OBJETIVOS 
Como ya he comentado anteriormente, a pesar de los numerosos estudios 
realizados la función del cyt b559 está aún sometida a intenso debate. El poder 
sobreexpresar esta proteína en Escherichia (E.) coli permitiría obtener suficiente material 
para realizar estudios de estructura/función. La purificación de esta proteína a partir de 
material vegetal es muy laboriosa y produce rendimientos muy bajos. Además, la 
posibilidad de hacer mutantes dirigidos sería muy interesante para distinguir aquellos 
aminoácidos que estarían más directamente implicados en las propiedades redox de esta 
proteína singular. El hecho de que este citocromo sea extremadamente hidrofóbico, hace 
que este estudio sea aún más estimulante. 
Nuestro primer objetivo era obtener de forma recombinante las subunidades del cyt 
b559 por separado, para una futura reconstitución in vitro con hemo comercial. Para ello se 
pensó sobreexpresar los polipéptidos como proteínas de fusión, junto a la MBP (proteína 
de unión a maltosa). Debido al carácter muy hidrofóbico del cyt b559, elegimos como 
proteína portadora la MBP para intentar aumentar su solubilidad durante la 
sobreexpresión (Pryor y col., 1997; Kapust y col., 1999; Nallamsetty y col., 2006). 
Cuando comenzó esta Tesis Doctoral no existían artículos en la literatura que 
hubieran intentado sobreexpresar las subunidades del cyt b559. Únicamente se había 
descrito la homodimerización in vitro de la subunidad β de la cianobacteria Synechocystis 
PCC 6803 sintetizada químicamente (Francke y col., 1999). Este homodímero ββ se 
caracterizaba por tener unas propiedades espectroscópicas prácticamente idénticas al cyt 
b559 nativo. En los últimos años se ha descrito la reconstitución in vivo en la membrana 
citoplasmática de E. coli del homodímero de la subunidad β, trabajando con genes de 
Synechocystis PCC 6803. Este homodímero sobreexpresado coordina espontáneamente 
Introducción 
46 
el grupo hemo sintetizado por la bacteria huésped, formando un cyt b559’ (ββ en lugar de 
αβ) con características espectrales similares a las del heterodímero nativo (Prodohl y col., 
2005). También en ese trabajo se describe la reconstitución in vitro del mismo 
homodímero ββ a partir de los cuerpos de inclusión formados al sobreexpresar esta 
subunidad en E. coli. La purificación del homodímero ββ procedente del gen de 
Synechococcus PCC 7002, a partir de las membranas citoplasmáticas de la bacteria, 
también ha sido realizada (Yu y col., 2003). 
Trabajos parecidos habían sido descritos para la reconstitución tanto in vivo como in 
vitro del cyt b6 (Kroliczewski y col., 2002; Kroliczewski y col., 2005; Dreher y col., 2007; 
Prodohl y col., 2007a) a partir del gen de espinaca. 
En ese momento nos planteamos que quizá sería interesante modificar un poco el 
objetivo de la sobreexpresión en forma soluble y su reconstitución in vitro, añadiendo un  
estudio de la reconstitución in vivo de la subunidad β de plantas, y de la subunidad α 
tanto de plantas como de cianobacterias. Además, tampoco se había intentado nunca con 
la mezcla de ambas subunidades para obtener el heterodímero in vitro. 
1.5.1 Objetivos 
1. Sobreexpresar en E. coli y purificar las subunidades del citocromo b559 clonadas 
en el vector de expresión pMAL-c2X modificado con una cola de seis histidinas. 
2. Sobreexpresar en E. coli las subunidades del citocromo b559 clonadas en el 
vector de expresión pMAL-c2X. Purificar y reconstituir in vitro el cyt b559 a partir 
de los cuerpos de inclusión de sus dos subunidades. 
3. Estudiar la inserción en la membrana plasmática de E. coli y la reconstitución in 
vivo mediante la sobreexpresión de las subunidades del cyt b559 como proteínas 
de fusión junto con la MBP. 
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2 MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1 CLONACIÓN DE LOS GENES DE LAS SUBUNIDADES DEL cyt b559 
Los genes clonados durante el desarrollo de la Tesis fueron: psbE y psbF de 
remolacha, psbF de maíz y psbE y psbF de Synechocystis PCC 6803. Se utilizaron para 
ello los vectores pGEM-T Easy (Promega) para clonar los fragmentos de PCR y para la 
expresión de estos genes los plásmidos pMAL-c2X (New England Biolabs) y pMAL-c2X 
modificado con una cola de seis histidinas (Fig. 27). 
 
malE....ATC GAG GGA AGG ATT  TCA GAA TTC GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA AGC TTG ... LacZa
Sitio de corte Factor Xa
EcoRIXmn I BamHI Xba I Sal I Pst I Hind III
B
 
A 
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malE....ATC GAG GGA AGG GGA CAT CAC CAT CAC CAT CAC CTG GTG CCA CGC GGT AGT GCC ATG GGA GAA TTC 
GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA AGC TTG ... LacZα
Sitio de corteFactor Xa
His His His His HisHis
Sitio de corte Trombina EcoRINcoI
BamHI Xba I Sal I Pst I Hind III
C
 
Figura 27 Esquema de los vectores utilizados. A, pGEM-T-Easy. B, pMAL-c2X. C, pMAL-c2X 
modificado con una cola de seis histidinas. 
 
Las cepas de E. coli utilizadas fueron células competentes JM109 (Promega), 
DH5α, BL21 (DE3) y TB1 (New England Biolabs). 
2.1.1 Extracción de DNA genómico 
2.1.1.1 Extracción de DNA genómico de remolacha y maíz 
Como material de partida se utilizaron 2-3 g de hoja, que fueron machacadas en un 
mortero con nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino. A continuación se añadieron 20 
ml de tampón de extracción, 600 µg de Proteinasa K (Sigma-Aldrich) y 1% (p/v) SDS. 
Esta mezcla se incubó durante 2 h a 55 ºC, agitando suavemente cada 10 ó 15 min. 
Después de la incubación, la muestra se centrifugó a 4300xg (centrífuga Beckman Avanti 
J-20 XP rotor JA 25.50) durante 10 min a 4 ºC. Se extrajo con cuidado el sobrenadante al 
que se le añadieron 0,6 volúmenes de isopropanol frío mezclando suavemente, y se 
centrifugó a 7700xg durante 15 min a 4 ºC para precipitar los ácidos nucleicos. Se puede 
repetir la extracción con isopropanol hasta que el sobrenadante de la centrifugación 
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quede transparente, resuspendiendo el sedimento cada vez en tampón TE. Después se 
resuspendió la fase insoluble otra vez en tampón TE para hacer una extracción de fenol-
cloroformo/isoamílico (cloroformo/isoamílico es cloroformo y alcohol isoamílico en 
proporción 24:1), añadiendo un volumen de esta mezcla (1:1) y centrifugando a 7700xg 
durante 10 min a 4 ºC. A la fase acuosa se le agregó a continuación un volumen de 
cloroformo/isoamílico y se centrifugó como en el paso anterior. Los ácidos nucleicos se 
precipitaron con etanol. Para ello se añadieron a la fase acuosa dos volúmenes de etanol 
96% (v/v) frío y 1/5 de volumen de 3 M acetato de sodio pH 5,2. Se dejó precipitar 1 h a    
-20 ºC y se centrifugó a 20400xg durante 30 min a 4 ºC. El sobrenadante se decantó y se 
le añadieron 200 µl de etanol frío al 70% (v/v). A continuación se centrifugó a 17400xg 
durante 5 min a 4 ºC y el sobrenadante fue desechado, resuspendiendo el sedimento una 
vez seco en 200 µl de tampón TE.  Este método corresponde a la precipitación de ácidos 
nucleicos con etanol. Después se realizó un tratamiento con 3 µl de RNasa (RNasa 
DNasa-free, Roche) incubando la muestra a 37 ºC durante 1 h. Finalmente, se analizó en 
una electroforesis de gel de agarosa la calidad del DNA genómico obtenido. 
Tampones utilizados: 
Tampón de extracción: 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 5 mM EDTA, 50 mM NaCl. 
Tampón TE: 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM EDTA. 
Los tampones y el material utilizado deben ser autoclavados. Se necesita trabajar en condiciones 
estériles para evitar contaminaciones. 
2.1.1.2 Extracción de DNA genómico de Synechocystis PCC 6803 
Un cultivo de esta cianobacteria de unos 25 ml (D.O.600nm = 1,2) se recogió por 
centrifugación y fue resuspendido en 400 µl de tampón TE. Después se le añadieron 
0,5% (p/v) SDS, 450 µl de fenol:cloroformo/isoamílico (1:1) y unos 200 µl de perlas de 
vidrio de diámetro ≤106 µm (Sigma-Aldrich). Esta mezcla se sometió a 6 ciclos de 1 min 
de agitación con vortex seguido de 1 min en hielo. A continuación se centrifugó a 15500xg 
durante 15 min a 4 ºC (centrífuga Beckman Allegra 21R rotor F2402H). Al sobrenadante, 
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que debe quedar transparente, se le añadió un volumen de fenol, se centrifugó a 15500xg 
durante 3 min a 4 ºC y se recogió la fase acuosa. A ésta se le agregó seguidamente un 
volumen de fenol:cloroformo/isoamílico y se centrifugó igual que en el paso anterior. A 
continuación, la fase acuosa fue sometida a dos extracciones con un volumen de 
cloroformo/isoamílico, centrifugando a 15500xg durante 3 min a 4 ºC. La última fase 
acuosa obtenida se precipitó agregándole dos volúmenes de etanol 96% (v/v) frío y 1/5 de 
volumen de 3 M acetato de sodio pH 5,2, y se dejó a -20 ºC durante toda la noche. 
Posteriormente, se centrifugó a 15500xg durante 3 min a 4 ºC, se decantó el 
sobrenadante, se le añadió 1 ml de etanol frío al 70% (v/v) y se centrifugó a 15500xg 
durante 3 min a 4 ºC. El sedimento seco fue resuspendido después en 25 ml de agua 
milli-Q estéril y se incubó a 37 ºC durante 1 h con 1 µl de RNasa (RNasa DNasa-free, 
Roche). Se examinó la calidad del DNA genómico por electroforesis en geles de agarosa. 
Para este protocolo los tampones y el material utilizado deben ser también autoclavados. 
2.1.2  Obtención de los fragmentos por PCR 
Una vez obtenido el DNA genómico se diseñaron cebadores específicos para 
amplificar los genes objeto de estudio. Estos cebadores (algunos comunes entre los 
genes) fueron diseñados en el comienzo y final de la secuencia de cada gen. Además, en 
cada cebador se agregaron los sitios de restricción adecuados para su clonación posterior 
en los vectores de expresión. En este caso se eligió utilizar los sitios BamHI y HindIII, 
enzimas que carecían de dianas tanto en el pGEM-T Easy como en los genes problema. 
En la Tabla 3 se enumeran los cebadores diseñados para la clonación de los genes. 
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Nombre del 
oligo nº de nt Secuencia 5'→ 3' Genes que amplifica
pb del 
amplicón
REF P 24 AAG CTT  TTA TCG TTG GAT GAA CTG
FWF P 21 GGA TCC  ATG ACC ATA GAT CGA
REE P 27 AAG CTT  CTA AAA GGA TCT ACT AAA TTC
FWE P 27 GGA TCC  ATG TCT GGA AGC ACA GGA GAA
FWE Sy 24 GGA TCC  ATG TCA GGG ACT ACC GGC
REE Sy 24 AAG CTT  TTA TTG ATT AAA CTC TTG
FWF Sy 24 GGA TCC ATG GCA ACC CAA AAT CCT
REF Sy 24 AAG CTT  CTA GCG TTG AAT AAA TTG
132
264
258
207
psbE  remolacha 
psbF  remolacha y maíz
psbF  Synechocystis  PCC6803
psbE  Synechocystis  PCC6803
 
Tabla 3 Diseño de los cebadores utilizados en la amplificación de los genes: nt (nucleótidos); 
pb (pares de bases). La secuencia de los sitios de restricción añadidos se encuentra en 
cursiva. 
 
Las PCRs se realizaron en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (PE 
Applied Biosystems) en tubos de 0,2 ml en los que se dispuso la siguiente mezcla de 
reacción: 
DNA genómico 0,5 µl
dNTP mix (10 mM) 5 µl
tampón Taq x 10 5 µl DNA genómico 1 µl
Mg2Cl (50 mM) 7 µl tampón I x 10 5 µl
Oligo 5' (10 µM) 2,5 µl Oligo 5' (10 µM) 1 µl
Oligo 3' (10 µM) 2,5 µl Oligo 3' (10 µM) 1 µl
H2O milli-Q 26,5 µl H2O milli-Q 41µl
Taq  Platinum (5 u/µl) 1 µl AccuprimeTaq  (2 u/µl) 1 µl
Volumen total 50 µl Volumen total 50 µl
PCR de psbE  y psbF  de remolacha
PCR de psbE  y psbF de 
Synechocystis  PCC6803         
PCR de psbF  de maíz
 
 
El dNTP mix, las Taq polimerasas y sus tampones fueron adquiridos a Invitrogen. 
Todas las PCR realizadas constaron de una etapa de desnaturalización y activación de la 
DNA polimerasa a 94 ºC durante 5 min, seguida de 35 ciclos compuestos por una etapa 
de desnaturalización de 1 min, otra de hibridación de los cebadores y otra de extensión a 
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72 ºC durante 45 s. La temperatura de hibridación varía para cada pareja de cebadores. 
Todas las PCR se finalizaron con una etapa de extensión de 72 ºC durante 10 min (Fig. 
28). 
94 ºC 94 ºC
5 min 1 min
Tm
1 min
72 ºC
45 s
72 ºC
10 min
4 ºC
∞  
Figura 28 Esquema del programa utilizado para las PCR. La Tm fue para psbE y psbF de 
remolacha de 52 ºC y para el resto de 47 ºC.  
 
Los fragmentos obtenidos por PCR fueron analizados por electroforesis en geles de 
agarosa.  
2.1.3 Análisis de fragmentos de DNA por electroforesis 
El análisis de los productos de PCR se realizó mediante electroforesis en geles de 
agarosa. La concentración de agarosa depende del tamaño del fragmento que se desea 
analizar. En nuestro caso, debido a la diversidad de tamaño, se utilizaron geles desde 
0,7% (p/v) para los fragmentos más grandes hasta 2% (p/v) para los más pequeños. Para 
preparar el gel, la agarosa se fundió mediante calentamiento y con agitación en tampón 
TBE. Una vez preparada la disolución de agarosa, se añadió bromuro de etidio a una 
concentración final 0,2 µg/ml. El bromuro de etidio se une al DNA y fluoresce bajo luz 
ultravioleta. El gel solidificó en el molde, se colocó en la cubeta de electroforesis que se 
rellenó con TBE hasta cubrir el gel y las muestras se dispusieron en los pocillos. Las 
muestras contenían 10 µl de los fragmentos de DNA a los que se habían añadido 2 µl de 
tampón de carga. Como patrones de peso molecular se utilizaron 4 µl de 1 Kb Plus DNA 
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Ladder (Invitrogen). Las muestras se observaron y fotografiaron bajo luz ultravioleta en un 
equipo de análisis de imagen (Gel Doc, Bio-Rad). 
Tampones utilizados: 
Tampón de carga x 6: 30% (p/v) glicerol, 0,25% (p/v) azul de bromofenol, 0,25% (p/v) azul de xilen-
cianol. 
Tampón TBE: 90 mM Tris pH 8,0, 90 mM ácido bórico, 2 mM EDTA.  
2.1.4 Extracción de los fragmentos de DNA del gel de agarosa por el método de la 
lana de vidrio 
Una vez visualizado el fragmento de DNA en el gel de agarosa, se recortó la banda 
correspondiente con un bisturí estéril. El fragmento se colocó en un tubo de 0,5 ml que se 
había preparado previamente (al tubo se le hizo un orificio en la parte inferior con un 
aguja estéril al rojo y se rellenó unos 2/3 del tubo con lana de vidrio). El tubo de 0,5 ml fue 
introducido dentro de otro de 1,5 ml, se le añadió la banda recortada y 20 µl de agua milli-
Q estéril. A continuación se centrifugó a 9100xg durante 10 min a 4 ºC (centrífuga 
Beckman Allegra 21R rotor F2402H). Al acabar se cambió el tubo de 1,5 ml por otro 
nuevo, se volvieron a añadir 20 µl de agua milli-Q estéril y se centrifugó en las mismas 
condiciones. En los tubos de 1,5 ml se obtuvo el DNA junto con el agua milli-Q estéril que 
hemos puesto para eluir. La muestra fue recogida en un solo tubo y se extrajo con 
fenol:cloroformo (1:1). Para ello se mezcló con un volumen de fenol:cloroformo/isoamílico 
y se centrifugó a 5800xg durante 10 min a 4 ºC. A la fase acuosa obtenida se le añadió un 
volumen de cloroformo/isoamílico (24:1) y se volvió a centrifugar. El sobrenadante 
finalmente se precipitó con etanol y se resuspendió en un volumen de 10 µl de agua milli-
Q estéril.  
2.1.5 Ligación de los fragmentos de DNA en el pGEM-T Easy 
Las Taq polimerasas tienen la característica de que al amplificar un fragmento de 
DNA dejan en los extremos 3’ una Adenina. Esto es aprovechado por los sistemas TA de 
clonación disponibles comercialmente para hacer la ligación más fácil, ya que estos 
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vectores contienen una Timina (complementaria a la Adenina) en los extremos 5’. El 
vector utilizado para clonar los fragmentos de PCR directamente fue el plásmido pGEM-T 
Easy (Promega). La mezcla de ligación debe contener aproximadamente cantidades 
equimolares de plásmido y fragmento que se desea clonar para que la ligación sea 
óptima. La ligación se realizó con T4 ligasa (Promega) mediante una primera incubación 
durante 1 h a temperatura ambiente seguido de una incubación posterior durante toda la 
noche a 8 ºC. 
2.1.6 Transformación por choque térmico de la mezcla de ligación en E. coli JM109 
La mezcla de ligación se transformó en células competentes E. coli JM109, 
disponibles comercialmente (Promega). La totalidad de la ligación junto con el volumen 
necesario de agua milli-Q estéril para completar 50 µl, se añadieron a 100 µl de JM109 
competentes y se incubó la mezcla en hielo durante 20 min. Posteriormente, se 
introdujeron 2 min en un baño a 42 ºC y 15 min en hielo. Después de añadir 850 µl de 
medio LB (Luria Bertani Broth Miller’s modification), se incubaron a 37 ºC con agitación 
durante 1 h para que las bacterias, una vez transformadas con el plásmido crecieran 
antes de sembrarlas con el antibiótico y, así, pudieran expresar el gen de la resistencia al 
antibiótico. Una vez incubadas, se sembraron en placas de medio LB con ampicilina (el 
pGEM-T Easy posee el gen de resistencia a la ampicilina, Fig. 27) y las colonias se 
dejaron crecer en una estufa a 37 ºC hasta el día siguiente. Entonces, las colonias 
individuales obtenidas, que en su mayoría son las que han incorporado el plásmido con el 
inserto, fueron inoculadas en 4 ml de medio LB con ampicilina y cultivadas a 37 ºC toda la 
noche, para poder analizarlas posteriormente. 
Medios de cultivo: 
Medio líquido LB: 15,5 g/l LB (Luria Broth Miller, Pronadisa) pH 7,2. 
Medio sólido LB: 15,5 g/l LB pH 7,2, 1,5% (p/v) agar bacteriológico americano (Pronadisa). 
Ampicilina (Sigma-Aldrich): 100 µg/ml para medio líquido y 50 µg/ml para medio sólido. 
 
Materiales y métodos 
57 
2.1.7 Extracción de DNA plasmídico. Miniprep 
Los protocolos utilizados para la extracción del DNA plasmídico de las colonias 
cultivadas en medio líquido fueron dos: miniprep por lisis alcalina y miniprep con un kit de 
purificación de DNA plasmídico. 
2.1.7.1 Miniprep por lisis alcalina  
Utilizamos 3 ml de cultivo y las bacterias se recogieron por centrifugación a 15500xg 
durante 3 min a 4 ºC (centrífuga Beckman Allegra 21R rotor F2402H). Para recoger la 
totalidad de los 3 ml de cultivo fueron necesarias dos centrifugaciones en tubos de 1,5 ml. 
Las bacterias se resuspendieron con vortex en 100 µl de disolución I (enfriada 
previamente) y a esta mezcla se le añadió lisozima (Sigma-Aldrich) hasta una 
concentración final 1 mg/ml para romper la pared bacteriana y, así, facilitar la lisis 
alcalina. Seguidamente se agregaron 200 µl de disolución II (preparada justo antes de 
utilizarla), se volteó el tubo 5 veces y se incubó 5 min en hielo. Una vez enfriados los 
tubos, se añadieron 150 µl de disolución III (enfriada previamente), se mezcló con vortex 
y los tubos se mantuvieron en hielo durante 15 min hasta su centrifugación a 15500xg 
durante 5 min a 4 ºC. Así obtenemos un sobrenadante que contiene el DNA plasmídico, 
RNA y proteínas. Para eliminar las proteínas, hacemos una extracción con 
fenol:cloroformo/isoamílico como he mencionado en apartados anteriores. Finalmente, los 
ácidos nucleicos se precipitaron con etanol y resuspendieron en 20 µl de agua mill-Q 
estéril. Antes de analizar los plásmidos obtenidos se sometieron a un tratamiento con 1 µl 
RNasa 1 h a 37 ºC.  
Tampones utilizados: 
Disolución I (autoclavada): 50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM EDTA. 
Disolución II: 0,2 N NaOH, 1% (p/v) SDS. 
Disolución III (autoclavada): 60 ml acetato potásico, 11,5 ml ácido acético, 28,5 ml H2O milli-Q. 
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2.1.7.2 Miniprep con kit de purificación de plásmidos (Roche) 
Las bacterias fueron recogidas de la misma manera que en el protocolo de lisis 
alcalina y, posteriormente, se siguió el protocolo indicado para el uso del kit, utilizando 
tubos de 1,5 ml. El protocolo del kit consta de dos partes, la primera consiste en la rotura 
de las bacterias y la segunda en la purificación del DNA plasmídico por cromatografías y 
centrifugaciones con las columnas que proporciona el kit y la elución diferencial. El 
sedimento de bacterias se resuspendió en 200 µl de tampón de resuspensión (que ya 
lleva incluida la RNasa) y se mezcló con 250 µl de tampón de lisis, dejándolo reposar 5 
min a temperatura ambiente. A continuación, se agregaron 350 µl de tampón de unión 
(previamente enfriado), se incubó 5 min en hielo y se centrifugó durante 10 min a 
13000xg. El sobrenadante de esta centrifugación se introdujo en una columna y se 
centrifugó a 13000xg durante 1 min. La fracción no retenida en la columna fue 
descartada, y se agregaron a la columna (donde estaba retenido el DNA plasmídico) 500 
µl de tampón de lavado I. Se centrifugó, volviendo a descartar lo que no se ha retenido, y 
se lavó nuevamente la columna con 700 µl de tampón de lavado II. Se centrifugó dos 
veces más y, finalmente, se eluyó el DNA plasmídico purificado agregando agua milli-Q 
estéril a la columna y centrifugando. 
 
Para poder ver qué clones son los portadores del plásmido que contienen el inserto 
(positivos), digerimos el DNA plasmídico obtenido en la miniprep con enzimas de 
restricción y lo analizamos mediante electroforesis en geles de agarosa. Al saber 
exactamente el tamaño de banda en pb que deberíamos obtener tras ser digerido por las 
enzimas de restricción, pudimos reconocer qué plásmidos contenían el inserto y, por 
tanto, qué clones eran positivos. Las enzimas de restricción para el análisis de los 
fragmentos fueron BamHI y HindIII (GE Healthcare), cuyos sitios de restricción fueron 
introducidos en los cebadores, asegurándonos, así, que el corte fuera específico para 
nuestros fragmentos de PCR. La secuencia de los plásmidos de los clones positivos se 
comprobó mediante secuenciación de doble hebra. La secuenciación del DNA plasmídico 
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fue realizada en el Servicio de Secuenciación del Centro Nacional de Investigaciones 
Oncológicas (CNIO) (Madrid). Las bacterias que contenían el plásmido con el inserto 
correcto fueron conservadas con glicerol a -80 ºC para su uso posterior. 
2.1.8 Ligación de los fragmentos de DNA en el pMAL-c2X y pMAL-c2X modificado 
Para poder ligar los fragmentos al plásmido, se tuvo que digerir y purificar cada 
fragmento contenido en el pGEM-T Easy por el método de la lana de vidrio. El vector 
(pMAL-c2X o pMAL-c2X modificado) también hubo de ser digerido. Las digestiones se 
realizaron con las enzimas elegidas para la clonación, en este caso BamHI y HindIII, a 37 
ºC durante 3 h, con los tampones correspondientes suministrados comercialmente y 1 µl 
o 1,5 µl de enzima dependiendo de la cantidad de DNA presente en la muestra a digerir. 
Una vez que se tuvo el fragmento digerido y el plásmido linearizado, ambos purificados, 
se pusieron en la proporción adecuada y se les añadió la T4 ligasa (Promega), como en 
la ligación anterior con el pGEM-T Easy, se incubaron 1 h a temperatura ambiente y 
después toda la noche a 8 ºC. 
2.1.9 Preparación de células competentes DH5α, BL21 (DE3) y TB1 
Para poder transformar la ligación en las cepas que se iban a utilizar para la 
expresión de las construcciones, se tuvieron que hacer competentes (capaces de 
incorporar el plásmido a su interior mediante un choque térmico, por ejemplo). El día 
anterior al comienzo del protocolo, se hizo un cultivo líquido previo con medio LB y 50 µl 
de un cultivo guardado en glicerol a -80 ºC de las bacterias a convertir en competentes 
DH5α, BL21 (DE3) y TB1. El día de la preparación se puso un cultivo líquido con medio 
LB de 25 ml en un erlenmeyer de 100 ml. Se dejó crecer a 37 ºC hasta que la D.O.600nm 
alcanzó un valor de 0,4. Entonces, se distribuyó el cultivo en alícuotas de 
aproximadamente 1 ml en tubos de 1,5 ml y se centrifugó a 4400xg durante 10 min a 4 
ºC. El sobrenadante se descartó y el sedimento se resuspendió en 1 ml de una disolución 
de 0,1 M CaCl2. A continuación, se incubó en hielo durante 20 min, centrifugando 
Materiales y métodos 
60 
después de la misma manera que previamente. El sobrenadante se eliminó 
cuidadosamente con una pipeta y las bacterias finalmente se resuspendieron en 100 µl de 
la disolución de CaCl2. Las células competentes se guardaron con 20% (p/v) glicerol a -80 
ºC para su conservación. Todos los pasos del protocolo se realizaron en esterilidad y 
manteniendo en frío todo el material utilizado. 
2.1.10 Transformación por choque térmico de la mezcla de ligación en las cepas 
DH5α, BL21 (DE3) y TB1  
La mezcla de ligación se transformó en células competentes DH5α, BL21 (DE3) y 
TB1 (la cepa utilizada dependió de la construcción que estábamos intentando 
sobreexpresar). El protocolo de transformación es el mismo que el mencionado en el 
apartado 2.1.6. Una vez obtenidos los cultivos líquidos con los clones que crecieron en 
las placas de LB ampicilina, se extrajo el DNA plasmídico de éstos, se digirieron las 
minipreps con las enzimas de restricción (BamHI y HindIII), se analizaron los fragmentos 
mediante electroforesis en gel de agarosa y se seleccionaron los clones positivos con el 
tamaño correcto de banda. Se eligió un clon positivo para cada construcción 
comprobando su secuencia y éstos fueron los utilizados para los experimentos de 
sobreexpresión. 
2.2 SOBREEXPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE FUSIÓN DE LAS SUBUNIDADES 
DEL cyt b559 
Los plásmidos utilizados para la expresión del cyt b559 son el pMAL-c2X y un 
derivado de éste que está modificado con una cola de seis histidinas. Estos plásmidos 
están diseñados para favorecer la expresión en forma soluble de proteínas problemáticas, 
ya que éstas son expresadas como proteínas de fusión unidas a la proteína de unión a 
maltosa (MBP) (Kapust y col., 1999). En el caso del plásmido modificado, entre la MBP y 
el polipéptido a sobreexpresar se encuentran, además, seis histidinas, que favorecen su 
purificación posterior mediante una columna de afinidad a metal (Fig. 29). Ambos 
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plásmidos contienen el gen de resistencia a ampicilina y la expresión está controlada por 
un promotor Ptac inducible por IPTG (Isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido) (Fig. 27). 
 
Figura 29 Esquema de las proteínas de fusión sobreexpresadas. A, proteína de fusión 
resultante del plásmido pMAL-c2X modificado con la cola de histidinas; B, proteína de fusión 
resultante del plásmido pMAL-c2X. 
 
Durante la búsqueda de las condiciones más adecuadas para la sobreexpresión de 
cada construcción, se fueron variando las condiciones del cultivo (temperatura, 
concentración de inductor, tiempo de inducción). El protocolo estándar que se siguió fue 
comenzar siempre transformando la bacteria con el plásmido correspondiente para 
obtener clones recientes que lo contuvieran, lo que favorecía la reproducibilidad de los 
experimentos en el crecimiento de los cultivos. En la Tabla 4 se detallan las 
construcciones expresadas y las cepas utilizadas para cada una de ellas. Además, como 
control en numerosas ocasiones, se expresó el vector “vacío” (sin ningún inserto). Así, en 
el caso del vector pMAL-c2X modificado con la cola de histidinas sin inserto la proteína 
sobreexpresada era la MBP-histag-LacZ (52,3 kDa) y con el vector pMAL-c2X, la MBP-
LacZ (50,8 kDa). 
Se sembró un cultivo previo de un clon de la transformación en 75 ml de medio 
líquido LB con ampicilina y se creció a 37 ºC durante una noche. Al día siguiente las 
bacterias fueron recogidas por centrifugación (6500xg durante 15 min) y se 
resuspendieron en 5 ml de medio LB nuevo. A continuación se inocularon 650 µl de las 
bacterias resuspendidas al cultivo de 250 ml de LB con ampicilina y se creció en una 
estufa con agitación (220 rpm) a 37 ºC, controlando su crecimiento por la D.O.600nm del 
A 
B 
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cutlivo. Cuando alcanzó una valor de D.O.600nm de 0,6 (aproximadamente después de 5 h 
desde su siembra), se agregó el inductor a la concentración empleada para cada caso. 
TB1
TB1
DH5α / BL21 (DE3)
TB1
TB1
TB1
pMALc2X-psbE Synechocistis PCC6803
pMALc2X-psbF Synechocistis PCC6803
MBP-histag-Rsubα
MBP-histag-Rsubβ
MBP-Rsubα
MBP-Rsubβ
MBP-Msubβ
MBP-Ssubα
MBP-Ssubβ
pMALc2X modificado-psbF  remolacha
pMALc2X-psbE  remolacha
pMALc2X-psbF  remolacha
pMALc2X-psbF  maíz
Plásmido e inserto proteína de fusión cepa E. coli
pMALc2X modificado-psbE  remolacha DH5α / BL21 (DE3)
 
Tabla 4 Listado de construcciones. Columna 1: Plásmidos utilizados y el inserto. Columna 2: 
Proteínas de fusión sobreexpresadas. Columna 3: Cepas en las que se han sobreexpresado 
las proteínas de fusión. 
 
En el momento en que comenzaba la inducción se cambió la temperatura de la 
estufa de crecimiento si era necesario. El tiempo de inducción se varió durante la 
búsqueda de las condiciones óptimas, así que completado éste, se recogieron las células 
por centrifugación (10000xg durante 5 min) y se congelaron a -20 ºC para su posterior 
utilización. 
La cantidad de proteína sobreexpresada fue analizada por electroforesis en geles 
de poliacrilamida (SDS-PAGE) y por inmunodetección con anticuerpos específicos 
(técnicas que se describirán más adelante). 
2.3 PURIFICACIÓN DE LAS SUBUNIDADES DEL cyt b559 CLONADAS EN EL 
VECTOR pMAL-c2X MODIFICADO 
2.3.1 Rotura de las células y clarificación de la suspensión resultante 
Se partió de la mitad del sedimento de bacterias obtenido de un cultivo de 250 ml y 
se resuspendió en 25 ml de tampón de equilibrado de la columna de cromatografía que 
íbamos a utilizar después, con 1% (p/v) Tritón X-100 (Roche). Se le añadieron, además, 
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inhibidores de proteasas [3 µg/ml Pefabloc (Fluka) y 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich), 
concentración final]. Se incubó 30 min en hielo y se procedió a la rotura mediante 
sonicación en un Sonicator Ultrasonic Processor XL2020 (Heat Systems). La muestra 
durante el proceso de sonicación se mantuvo en hielo para evitar el calentamiento. Se 
hicieron ciclos de 1 min y 30 s, con descansos de 1 min, y se usó una punta plana de ½ “ 
de diámetro en la posición 5 del sonicador (110 w de potencia y frecuencia del sonicador 
20 kHz). La muestra se sonicó hasta que la suspensión quedó clara y se centrifugó a 
14500xg durante 30 min a 4 ºC para sedimentar el material insoluble y las partículas de 
gran tamaño. El sedimento fue resuspendido en tampón para su análisis posterior y el 
sobrenadante se reservó para el proceso de purificación. 
Tampones utilizados: 
Tampón de equilibrado: 20 mM tampón fosfato pH 7,4, 500 mM NaCl. 
2.3.2 Purificación de la subunidad α del cyt b559  
La purificación se llevó a cabo en tres pasos principales:  
• Primera etapa de purificación: cromatografía IMAC 
• Digestión con proteasa 
• Segunda etapa de purificación 
Para poder definir una segunda etapa se probaron numerosos métodos de 
purificación que enumeraré después. 
2.3.2.1 Cromatografía de afinidad de unión a metal (IMAC) 
Este tipo de cromatografía se basa en la capacidad de unión a metales divalentes 
que tienen algunos aminoácidos (principalmente cisteína e histidina) si están expuestos 
en la superficie de la proteína. Para eluir las proteínas que se adhieren a la columna se 
utiliza imidazol en exceso. Se utilizó una columna Hitrap IMAC HP de 5 ml (GE 
Healthcare), cargada con iones Ni2+ procedentes de una disolución de NiSO4 y 
preequilibrada con el tampón de equilibrado con 1% (p/v) Tritón X-100. Antes de definir 
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las condiciones óptimas del proceso y la composición de los tampones se realizaron 
diferentes pruebas. 
La muestra antes de cargarla, así como los tampones usados durante la 
cromatografía, se filtraron a través de filtros de 0,45 µm. Una vez cargada la muestra, la 
columna se lavó con 25 ml del tampón de equilibrado con 0,1% (p/v) Tritón X-100 y, 
posteriormente, con 25 ml de tampón de lavado. La proteína de fusión se eluyó de la 
columna con un gradiente de 5-500 mM imidazol (Sigma- Aldrich) de 40 ml totales. La 
cromatografía se llevó a cabo con un flujo de 1 ml/min, excepto el gradiente que se realizó 
a 0,5 ml/min. Las diferentes fracciones recogidas (1 ml cada una) en un colector fueron 
analizadas por SDS-PAGE e inmunodetección con anticuerpos específicos. 
Tampones utilizados: 
Tampón de equilibrado: 20 mM tampón fosfato pH 7,4, 500 mM NaCl. 
Tampón de lavado: 20 mM tampón fosfato pH 7,4, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol, 0,1% (p/v) Tritón 
X-100. 
Gradiente: Solución 1, tampón de lavado. Solución 2, tampón de lavado con 500 mM imidazol. 
2.3.2.2 Digestión con proteasa 
Las proteínas de fusión sobreexpresadas utilizando el vector pMAL-c2X modificado 
poseen dos secuencias de corte específicas para proteasas, una reconocida por el Factor 
Xa y otra por Trombina. Para liberar la subunidad α del cyt b559 del resto de la proteína de 
fusión se eligió la Trombina, ya que ésta eliminaba también la cola de histidinas. 
Se juntaron las fracciones obtenidas en la cromatografía de afinidad que contenían 
la proteína de fusión y se dializaron frente al tampón de digestión. La diálisis se llevó a 
cabo en membranas de 10000 MWCO (Spectra/Por). Se probaron diferentes tiempos 
para optimizar la digestión. La subunidad α del cyt b559 fue separada del resto de la 
construcción mediante digestión por Trombina (10 unidades de Trombina por mg de 
proteína de fusión) a 22 ºC. Se buscó un tiempo de digestión óptimo, el cual fue de 30 h. 
Para detener la digestión se utilizó PMSF (Sigma-Aldrich) a una concentración final 1 mM. 
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Tampones utilizados: 
Tampón de digestión: 20 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 1mM EDTA, 0,1% (p/v) Tritón X-100. 
2.3.2.3 Segunda etapa de purificación 
En algunos casos fue necesario dializar frente a los tampones de equilibrado 
correspondientes después de la digestión con la proteasa. 
2.3.2.3.1 Cromatografía de afinidad por unión a amilosa 
La MBP se une a disacáridos como la amilosa o la maltosa, característica que es 
aprovechada por las estrategias de sobreexpresión para utilizarla. Para la cromatografía 
se utilizó una columna C 10/20 (GE Healthcare) con adaptador y 8 ml de resina de 
amilosa (New England Biolabs). La columna fue previamente equilibrada con 40 ml de 
tampón de equilibrado y la muestra y los tampones se filtraron a través de  filtros de 0,45 
µm. Después de cargar la muestra, la columna fue lavada con 80 ml de tampón de 
equilibrado y a continuación se eluyó con 24 ml de tampón de elución. La cromatografía 
se llevó a cabo a un flujo de 1 ml/min. Se recogieron fracciones de unos 8 ml cada una, 
que se analizaron por SDS-PAGE e inmunodetección con anticuerpos específicos.  
Tampones utilizados: 
Tampón de equilibrado: 20 mM Tris-HCl pH 7,4, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,1% (p/v) 
Tritón X-100. 
Tampón de elución: 20 mM Tris-HCl pH 7,4, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,1% (p/v) 
Tritón X-100, 10 mM maltosa (Sigma-Aldrich). 
2.3.2.3.2 Cromatografía IMAC 
Se utilizó la misma columna que en el apartado 2.3.2.1, Hitrap IMAC HP de 5 ml 
(GE Healthcare), cargada con iones Ni2+ y preequilibrada con el tampón de equilibrado 
con 0,1% (p/v) Tritón X-100. La muestra antes de cargarla así como los tampones usados 
durante la cromatografía, se filtraron a través de filtros de 0,45 µm. La muestra se cargó y, 
posteriormente, la columna se lavó con 25 ml del tampón de equilibrado con 0,1% (p/v) 
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Tritón X-100. La proteína de fusión se eluyó de la columna con un gradiente de 0-500 mM 
imidazol (Sigma-Aldrich) de 40 ml totales. La cromatografía se llevó a cabo con un flujo de 
1 ml/min, excepto el gradiente que se realizó a 0,5 ml/min. Las diferentes fracciones 
recogidas (1 ml cada una) en un colector fueron analizadas por SDS-PAGE e 
inmunodetección con anticuerpos específicos. 
Tampones utilizados: 
Tampón de equilibrado: 20 mM tampón fosfato pH 7,4, 500 mM NaCl, 0,1% (p/v) Tritón X-100. 
Gradiente: Solución 1, tampón equilibrado. Solución 2, tampón de equilibrado con 500 mM 
imidazol. 
2.3.2.3.3 Cromatografía de filtración en gel 
Este tipo de purificación está basada en la separación de las proteínas de una 
muestra por su diferencia de tamaño. Se utilizó una columna Superdex 200 HR 10/30 (GE 
Healthcare) en un FPLC (GE Healthcare), unido a un colector de fracciones FRAC-100 
(GE Healthcare). Antes de cargar, la muestra se concentraba en todos los casos hasta un 
volumen de 200 µl. Además, se le añadió 0,1 mM maltosa para evitar que la MBP se 
uniera a la matriz de polisacáridos de la resina. La muestra se aclaró antes de cargar 
centrifugando a 10000xg durante 10 min. El volumen muerto de la columna se calculó con 
azul dextrano (1 mg/ml). El flujo aplicado a la purificación fue definido por la presión 
máxima a la que podíamos trabajar con esta columna. La muestra se eluyó con tampón 
de carga (se probaron tres tampones iguales variando la concentración de detergente en 
ellos) y las fracciones obtenidas fueron analizadas por SDS-PAGE e inmunodetección 
con anticuerpos específicos. 
Tampones utilizados: 
Tampón 1: 50 mM Tris-HCl pH 7,2, 50 mM NaCl, 0,05% (p/v)  β-DM. 
Tampón 2: 50 mM Tris-HCl pH 7,2, 50 mM NaCl, 1% (p/v) Tritón X-100. 
Tampón 3: 50 mM Tris-HCl pH 7,2, 50 mM NaCl, 0,1% (p/v) Tritón X-100. 
Los tampones utilizados fueron prefiltrados en filtros de 0,22 µm y el aire eliminado mediante un 
baño de ultrasonidos. 
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2.3.2.3.4 Separación por tamaño a través de membrana 
Se utilizaron membranas Centripreps y Centricones (Millipore) de tamaño de poro 
de 30000 NMWL. La muestra se centrifugó en los Centripreps a 1500xg hasta que quedó 
1 ml de muestra. Se añadió 1 ml de tampón y se concentró de nuevo hasta que quedó 1 
ml, se agregó 1 ml nuevamente y se concentró en los Centricones a 6500xg hasta que se 
alcanzaron los 350 µl de muestra. Los filtrados de las sucesivas concentraciones se 
numeraron y guardaron junto con la muestra concentrada para su posterior análisis por 
SDS-PAGE. Este protocolo se llevó a cabo utilizando el tampón de digestión de la 
Trombina. 
2.3.2.3.5 Cromatografía de intercambio aniónico débil en DEAE 
Las proteínas poseen una carga superficial neta que varía dependiendo del pH al 
que se encuentran. Las cromatografías de intercambio iónico están basadas en la 
diferente afinidad de los polipéptidos a la hora de interaccionar con una matriz con carga. 
En una cromatografía de intercambio aniónico la resina que está cargada positivamente 
interacciona con las proteínas cuya carga neta sea negativa en esas condiciones. Las 
proteínas se eluyen mediante un gradiente de sal, dando lugar a un perfil de elución 
diferencial dependiendo de la cantidad de carga de las proteínas. 
Para la cromatografía se utilizó una columna C 10/20 (GE Healthcare) con 
adaptador y 7 ml de resina Toyopearl TSK DEAE-650S (Tosoh). Se probaron varios 
tampones con composiciones distintas que diferían principalmente en el pH. La muestra y 
los tampones se filtraron a través de filtros de 0,45 µm. Una vez que se cargó la muestra, 
se lavó la columna con 35 ml de tampón de equilibrado y se eluyó con un gradiente de 0-
500 mM NaCl en el tampón de equilibrado. El flujo durante la cromatografía fue de 1 
ml/min, excepto durante el gradiente que se redujo a 0,5 ml/min. Las fracciones recogidas 
(1 ml cada una) fueron analizadas por SDS-PAGE e inmunodetección con anticuerpos 
específicos. 
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Tampones utilizados: 
Cromatografía a pH 7,2: Tampón de equilibrado [50 mM Tris-HCl pH 7,2, 0,05% (p/v) β-DM, 5 mM 
DTT]. 
Cromatografía a pH 6,5: Tampón de equilibrado [50 mM MES pH 6,5, 0,025% (p/v) β-DM, 5 mM 
DTT]. 
Cromatografía a pH 8,2: Tampón de equilibrado [50 mM Tris-HCl pH 8,2, 0,1% (p/v) Tritón X-100, 5 
mM DTT].  
2.3.2.3.6 Cromatografía de intercambio catiónico SP sefarosa 
La cromatografía de intercambio catiónico se basa en la interacción de la carga neta 
positiva de las proteínas con la matriz que está cargada negativamente. Así, al contrario 
del intercambio aniónico, la proteína cuya carga neta sea positiva en las condiciones de la 
purificación será retenida en la columna de intercambio catiónico. 
Se utilizó una columna C 10/20 (GE Healthcare) con adaptador y 7 ml de resina de 
SP Sepharose Fast Flow (GE Healthcare). El protocolo fue exactamente igual al utilizado 
para el intercambio aniónico con DEAE. 
Tampones utilizados: 
Tampón de equilibrado: 50 mM Tris-HCl pH 7,2, 0,05% (p/v) β-DM, 5 mM DTT. 
2.3.2.3.7 Cromatografía de interacambio aniónico Q sefarosa 
Se utilizó una columna C 10/20 (GE Healthcare) con adaptador y 7 ml de resina de 
Q Sepharose Fast Flow (GE Healthcare). El protocolo utilizado para esta cromatografía 
también es el mismo que para la cromatografía de intercambio aniónico con DEAE. 
Tampones utilizados: 
Tampón de equilibrado: 50 mM Tris-HCl pH 8,2, 0,1% (p/v) Tritón X-100, 5 mM DTT. 
2.3.3 Purificación de la subunidad β del cyt b559  
Al igual que con la subunidad α del cyt b559, la purificación de la subunidad β se 
llevó a cabo en tres etapas que se basaron en las que dieron un resultado mejor durante 
la purificación de la subunidad α. 
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La purificación de la proteína de fusión MBP-histag-subβ consistió en: 
• Primera etapa de purificación: cromatografía IMAC 
• Digestión con Trombina 
• Segunda etapa de purificación: cromatografía de intercambio aniónico DEAE 
a pH 6,5 
Los protocolos fueron los mismos que para la proteína de fusión MBP-histag-subα, 
ya que las dos proteínas se comportan de forma similar para ellos. 
2.4 SOBREEXPRESIÓN, PURIFICACIÓN Y RECONSTITUCIÓN IN VITRO DE LAS 
SUBUNIDADES DEL cyt b559 CLONADAS EN EL VECTOR pMAL-c2X  
2.4.1 Rotura de las células y clarificación de la suspensión resultante 
Para este protocolo se utilizaron las bacterias de cultivos inducidos de 250 ml. Para 
las primeras pruebas la cantidad utilizada fue menor pero para los experimentos finales 
fueron necesarios 2250 ml de cultivo totales para MBP-Rsubβ y 1500 ml para la MBP-
Rsubα. 
Se resuspendieron las bacterias en tampón de extracción (20 ml/250 ml de cultivo 
inducido), se rompieron por sonicación (el mismo protocolo que para el apartado 2.3.1) y, 
una vez rotas, se centrifugaron a 15000xg durante 10 min a 4 ºC. El sobrenadante se 
reservó para su posterior análisis y el sedimento fue resuspendido en tampón de lavado 
de los cuerpos de inclusión (5 ml/250 ml de cultivo inducido). A continuación, la muestra 
se centrifugó a 10000xg durante 5 min a 4 ºC. Este proceso se realizó dos veces más 
pero al ver que se perdía una cantidad significativa de la proteína de fusión, en los 
experimentos más recientes esos lavados fueron eliminados del protocolo. Todos los 
sobrenadantes fueron conservados para su análisis por SDS-PAGE y, finalmente, el 
sedimento obtenido (los cuerpos de inclusión) se resuspendieron en el buffer utilizado 
para su desnaturalización.  
Tampones utilizados: 
Tampón de extracción: 50 mM HEPES pH 7,5, 10 mM EDTA. 
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Tampón de lavado: 50 mM HEPES pH 7,5, 10 mM EDTA, 1% (p/v) Tritón X-100. 
2.4.2 Purificación por cromatografía de intercambio aniónico SOURCE 15Q 
Esta cromatografía se llevó a cabo con 5 ml de la resina SOURCE 15Q (GE 
Healthcare) en una columna C 10/10 (GE Healthcare) con adaptador.  La muestra, 
resuspendida en tampón de desnaturalización con urea, fue centrifugada a 10000xg 
durante 15 min antes de ser cargada para eliminar el material insoluble y los tampones 
utilizados filtrados con filtros de 0,22 µm. La muestra se cargó en la columna 
preequilibrada con 25 ml de tampón de desnaturalización y a continuación se lavó con 25 
ml de tampón de lavado. Entonces se aplicó un gradiente de sal de 60 ml totales para 
eluir las proteínas. Se recogieron fracciones de 1 ml que fueron analizadas por SDS-
PAGE. El flujo durante la cromatografía fue de 1 ml/min excepto durante el gradiente que 
se disminuyó a 0,5 ml/min.  
Purificación de MBP-Rsubβ:  
Tampón de desnaturalización: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 7 M urea. 
Tampón de lavado: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 7 M urea, 25 mM NaCl. 
Gradiente: Solución 1, tampón de lavado. Solución 2, tampón de lavado con 125 mM NaCl. 
Purificación de MBP-Rsubα:  
Para la purificación de la proteína de fusión de la subunidad α fueron necesarias dos 
cromatografías consecutivas. 
1ª Cromatografía: 
Tampón de desnaturalización: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 7 M urea. 
Tampón de lavado: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 7 M urea, 50 mM NaCl. 
Grradiente: Solución 1, tampón de lavado. Solución 2, tampón de lavado con 250 mM NaCl. 
2ª Cromatografía: 
Tampón de desnaturalización: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 7 M urea. 
Tampón de lavado: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 7 M urea, 75 mM NaCl. 
Gradiente: Solución 1, tampón de lavado. Solución 2, tampón de lavado con 215 mM NaCl. 
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2.4.3 Reconstitución in vitro del cyt b559 mediante diálisis 
Una vez obtenidas las proteínas de fusión de ambas subunidades se realizó la 
reconstitución in vitro mediante diálisis con cantidades decrecientes de urea. A una 
mezcla con cantidades equimolares de ambas subunidades se le añadió una cantidad 
equivalente de hemo comercial en solución (1:1:1, MBP-Rsubα:MBP-Rsubβ:hemo). Esta 
mezcla se realizó en tampón de desnaturalización con 10 mM SDS. A continuación, la 
diálisis se llevó a cabo con una membrana de 10000 MWCO (Spectra/Por), con siete 
cambios de tampón de diálisis disminuyendo progresivamente la concentración de urea 
presente en el tampón (de 7 M hasta 0 M) a temperatura ambiente. Después de la diálisis, 
se intercambió el detergente de la muestra reconstituida por precipitación del SDS, 
añadiendo 0,15 mM β-DM (se probaron diferentes concentraciones de β-DM pero 
finalmente se eligió ésta) y KCl en la misma concentración que el SDS. Esta mezcla se 
incubó en hielo durante 10 min y se centrifugó a 6000xg 15 min a 4 ºC, descartando el 
precipitado que contiene el SDS. Para eliminar el hemo libre y evitar, así, que no influyera 
en el análisis posterior, se sometió la muestra a tres cromatografías consecutivas en 
columnas PD-10 (GE Healthcare). La extensión de la reconstitución se analizó mediante 
técnicas espectrofotométricas. 
Este protocolo de reconstitución se llevó a cabo también partiendo de los cuerpos 
de inclusión que contenían la proteína de fusión de cada subunidad sin purificar. 
2.4.3.1 Preparación de la disolución de hemo 
Se pesaron unos 30 mg de hemo (Fluka), a los que se añadieron 100 µl de etanol al 
50% (v/v). Para que se disolviera totalmente fue necesario añadir gota a gota una 
cantidad variable de una disolución de 1 M NaOH, hasta que se disolvió. Entonces, se 
diluyó unas 10 veces con tampón R2 y se filtró con un filtro de 0,22 µm. La concentración 
exacta de la disolución de hemo se calculó según la ecuación de Beer-Lambert, midiendo 
su absorbancia a 385 nm (ε385nm =  56 mM-1 cm -1). 
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Tampones utilizados: 
Tampón R2: 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM NaCl, 10 mM ditionito sódico. 
2.4.3.2 Cromatografía con columnas PD-10 
Como se ha comentado anteriormente, antes de poder analizar la calidad y 
extensión de las reconstituciones del cyt b559 es necesario eliminar el hemo libre no unido 
a proteína, que interfiere en los espectros UV-Vis. Para ello se utilizaron columnas PD-10 
(que sirven para separar de la muestra cargada las sustancias de peso molecular 
pequeño, como la sal o el hemo libre, en nuestro caso). La columna  fue equilibrada con 
25 ml del tampón utilizado más tarde para medir los espectros, después la muestra fue 
cargada (el volumen de la muestra tiene que ser de 2,5 ml) y, finalmente, la muestra se 
eluyó con 3,5 ml de tampón. Para eliminar la casi totalidad del hemo libre fueron 
necesarias tres columnas PD-10 consecutivas. 
Tampones utilizados: 
Tampón para realizar los espectros: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 0,15 mM β-DM. 
2.4.4 Reconstitución in vitro del cyt b559 mediante detergente  
Este protocolo se aplicó a los cuerpos de inclusión. Se basa en una primera 
desnaturalización con SDS y la renaturalización por intercambio de detergente. El 
sedimento obtenido después de sonicar las bacterias y de las centrifugaciones 
posteriores, se resuspendió en tampón de desnaturalización con SDS (4 ml de tampón 
por 2250 ml de cultivo inducido de MBP-subβ y 4 ml por 1500 ml de cultivo inducido de 
MBP-subα). La suspensión se incubó durante 20 min a 37 ºC con agitación leve. Después 
de medir la concentración de proteína por métodos colorimétricos, se hizo una mezcla 
equimolar de las proteínas de fusión de ambas subunidades. Se añadieron 0,15 mM β-
DM y 50 mM KCl, incubando la muestra 10 min en hielo, para después centrifugar a 
6000xg durante 15 min a 4 ºC y, así, eliminar el SDS por precipitación. Al sobrenadante 
se le añadió hemo en una proporción 1,5 veces la concentración de las subunidades. Se 
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analizó directamente por espectroscopia UV-Vis eliminando primero el hemo libre con tres 
columnas PD-10 siguiendo el protocolo. 
Tampones utilizados: 
Tampón de desnaturalización con SDS: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM SDS. 
2.4.5 Digestión con la proteasa Factor Xa 
Dentro de la secuencia de aminoácidos de las proteínas de fusión sobreexpresadas 
en el vector pMAL-c2X, se encuentra una secuencia reconocida por la proteasa Factor Xa 
(GE Healthcare) que separaría las subunidades del cyt b559 de la MBP. Para ello, después 
de la reconstitución, la muestra se dializó para cambiar el tampón al adecuado para la 
digestión con Factor Xa. Después se añadieron a la muestra 10 unidades de Factor Xa 
por mg de proteína de fusión y se incubó a 22 ºC durante 4 h. Para detener la digestión se 
añadió PMSF a 1 mM concentración final. 
Tampones utilizados:  
Tampón de digestión con Factor Xa: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM CaCl2, 0,15 mM β-DM. 
2.4.6 Purificación mediante cromatografía de intercambio aniónico débil en DEAE 
La mezcla obtenida de la reconstitución con SDS y digerida con Factor Xa se 
purificó en una columna C 10/20 (GE Healthcare) con adaptador cargada con 8 ml de 
resina TSK Toyopearl DEAE-650s (Tosoh). Los tampones utilizados durante la 
cromatografía fueron filtrados en filtros de 0,22 µm y la muestra antes de ser cargada se 
centrifugó a 10000xg durante 10 min. La columna fue equilibrada con 40 ml de tampón de 
equilibrado, después se cargó la muestra y se lavó la columna con 40 ml de tampón de 
equilibrado. A continuación, se aplicó un gradiente de sal de 0-500 mM NaCl y 70 ml 
totales, y se recogieron fracciones de 1 ml para ser analizadas posteriormente por SDS-
PAGE. El flujo durante la cromatografía fue de 1 ml/min excepto durante el gradiente que 
se cambió a 0,5 ml/min.  
Tampones utilizados: 
Tampón de equilibrado: 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 0,15 mM β-DM. 
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Gradiente: Solución 1, tampón de equilibrado. Solución 2, tampón de equilibrado con 500 mM 
NaCl. 
2.4.7 Reconstitución in vitro del cyt b559 con las subunidades purificadas 
Se recogieron las fracciones de la cromatografía con DEAE que contenían, por un 
lado, la MBP y, por otro, ambas subunidades del cyt b559. Las fracciones de las 
subunidades se concentraron con Centripreps (Millipore) de 3000 NMWL, centrifugando a 
3000xg hasta reducir el volumen a unos 2,5 ml. La concentración de proteína se calcula 
midiendo la absorbancia de las fracciones que contienen MBP a 280 nm, ya que se 
conoce su coeficiente de extinción a esa longitud de onda (ε280nm = 68750 M-1 cm -1). 
Sabemos que hay dos moles de MBP por cada mol de subunidad α y de subunidad β. A 
la muestra concentrada se le añadió entonces 1,5 veces de concentración de hemo 
comercial en disolución (preparado como en el protocolo mencionado anteriormente), y 
para eliminar el hemo libre se utilizaron tres columnas PD-10 consecutivas. La 
reconstitución se analizó espectrofotométricamente previa concentración de la muestra 
hasta 300 µl con tubos Centricon 3000 NMWL. 
2.5 RECONSTITUCIÓN IN VIVO DE LAS SUBUNIDADES DEL cyt b559 COMO 
HOMODÍMEROS EN LA MEMBRANA CITOPLASMÁTICA DE E. coli 
2.5.1 Extracción de membranas citoplasmáticas de E. coli 
Las bacterias procedentes de 250 ml de cultivo inducido se resuspendieron en 22 
ml de tampón de extracción con 1 mM PMSF. Las bacterias se rompieron por sonicación 
según el protocolo del apartado 2.3.1. Una vez rotas, la suspensión resultante se 
centrifugó a 10000xg durante 10 min a 4 ºC, para eliminar el material insoluble y las 
partículas de gran tamaño. Este sedimento se resuspendió en 1 ml de tampón de 
extracción y se conservó para su análisis. El sobrenadante se centrifugó durante 45 min a 
4 ºC a 40000xg (Ultracentrífuga Beckman Optima XL-100K) para obtener las membranas 
como sedimento. Éstas se resuspendieron en 600 µl de tampón de extracción para 
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analizarlas espectrofotométricamente, SDS-PAGE e inmunodetección con anticuerpos 
específicos. 
Tampones utilizados: 
Tampón de extracción: 50 mM HEPES pH 7,5, 10 mM EDTA. 
2.5.2 Digestión con Trombina de la proteína de fusión MBP-histag-subα en la 
membrana 
Las membranas citoplasmáticas de las bacterias que tenían insertada la proteína de 
fusión MBP-histag-subα fueron digeridas con Trombina. Una vez obtenidas las 
membranas después de la sonicación y ultracentrifugación, se resuspendieron en 4,5 ml 
de tampón de digestión en lugar de tampón de extracción. Entonces se añadió Trombina 
a la muestra de membranas a razón de 10 unidades/mg de proteína de fusión, y se 
incubó 40 h a 22 ºC. El proceso de digestión se detuvo añadiendo PMSF en una 
concentración final 1 mM. A continuación, se centrifugó a 40000xg 45 min a 4 ºC 
(Ultracentrífuga Beckman Optima XL-100K). Se recogió el sobrenadante y el sedimento 
se resuspendió en 600 µl de tampón de extracción. Ambos se analizaron 
espectrofotométricamente, SDS-PAGE e inmunodetección con anticuerpos específicos. 
Tampones utilizados: 
Tampón de digestión: 50 mM HEPES pH 7,5, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl. 
2.5.3 Variación de las condiciones de inducción de las bacterias con la 
construcción pMAL-c2Xmodificado-psbE 
Se estudió la influencia de la adición de diferentes compuestos relacionados con el 
grupo hemo y su síntesis en la reconstitución in vivo de la proteína de fusión MBP-histag-
subα en forma de homodímero. En el momento de la inducción se añadieron al cultivo 
uno de los siguientes compuestos en la concentración objeto de estudio: 
• 0,1, 1, 5, 10, 25 ó 100 µM hemo 
• 0,5 ó 2,5 mM ácido δ-aminolevulénico (ALA) (Sigma-Aldrich) 
• 60 µM hierro 
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El hierro se suplementó a partir de una disolución 10 mM FeSO4 · 7H2O y 10 mM Na2EDTA · 2H2O. 
2.6 TÉCNICAS ANALÍTICAS 
2.6.1 Cuantificación de proteínas por métodos colorimétricos 
2.6.1.1 Método de Bradford 
Este método está basado en lo descrito por (Bradford, 1976) utilizando una 
disolución ácida de Coomassie, que cambia de color al unirse a ciertos aminoácidos 
(básicos y aromáticos). La extensión del cambio de color observada por la absorbancia a 
595 nm, nos permiten calcular la concentración de proteína total refiriéndola a una recta 
de calibrado con concentraciones conocidas de proteína estándar. 
Para este ensayo se utilizó un reactivo comercial de Bio-Rad (Bio-Rad protein 
assay), que se filtró antes de ser añadido a las muestras. Como patrones de la recta de 
calibrado se usaron disoluciones conocidas de albúmina bovina (BSA) (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 
0,8, 1 y 2 mg/ml) disuelta en el mismo tampón que la muestra a analizar. La reacción se 
llevó a cabo en: 
• 790 µl de H2O milli-Q 
• 10 µl de muestra o estándar 
• 200 µl de reactivo Bio-Rad 
Para el blanco en vez de los 10 µl de muestra se añadieron 10 µl del tampón en el 
que estaban disueltas las proteínas. Se esperó 5 min a temperatura ambiente para que el 
color se desarrollara y se midió la absorbancia a 595 nm del blanco, de los estándares y 
de la muestra. Las concentraciones de proteína de las muestras a analizar se calcula 
teniendo en cuenta la recta de calibrado. Para cada determinación se efectuó una nueva 
recta patrón.  
Se observó que el método de cuantificación de proteína de Bradford, estaba influido 
por la composición de los tampones y que muchos de los que se manejaban 
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rutinariamente en esta Tesis interferían en el desarrollo del color, principalmente los 
detergentes. Por eso decidimos utilizar también el método del ácido bicinconínico (BCA). 
2.6.1.2 Método BCA 
Este método está basado en la reducción de Cu (II) a Cu (I) en un medio alcalino y 
el cambio de color al reaccionar con el ácido bicinconínico, reacción que se ve favorecida 
por la presencia de enlaces peptídicos y algunos aminoácidos como la cisteína, el 
triptófano y la tirosina (Smith y col., 1985; Wiechelman y col., 1988). El cálculo de la 
concentración de proteína total se refirió a una recta de calibrado con concentraciones 
conocidas de proteína estándar (BSA), midiendo la absorbancia a 562 nm. Los patrones 
de concentración conocida fueron disoluciones de BSA (0,2, 0,5, 0,8 y 1 mg/ml), disueltas 
en el tampón utilizado en cada caso. El reactivo para este ensayo provenía de un kit 
comercial (Pierce BCA protein assay kit, Thermo Scientific).  
Para el ensayo de cada muestra o estándar: 
• 50 µl de muestra o estándar o tampón (blanco) 
• 1 ml de mezcla R ( reactivo A + reactivo B) 
El reactivo A es la disolución del ácido bicinconínico y el reactivo B es sulfato de 
cobre. La mezcla R son 50 partes de reactivo A y 1 parte de reactivo B. 
Se agitó con vortex y se incubó a 37 ºC durante 30 min para que el color se 
desarrollara. Después se midió la absorbancia a 562 nm de las muestras y se calculó su 
concentración refiriéndolas a una recta patrón construida con los valores de las 
disoluciones estándar. Para cada determinación se utilizó una recta de calibrado 
diferente. 
2.6.2 Electroforesis SDS-PAGE 
Este tipo de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) fue descrita por primera 
vez por Laemmli (Laemmli, 1970), aunque este protocolo ha sufrido algunas 
modificaciones. El análisis de las muestras de proteína durante esta Tesis se llevó a cabo 
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en geles con diferente concentración de acrilamida dependiendo del tamaño de las 
proteínas a analizar. Cuanto más pequeño era el tamaño de las proteínas mayor la 
concentración de acrilamida del gel. El equipo de electroforesis utilizado fue el Mini-
PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad). Los geles de poliacrilamida constaron de dos fases, un gel 
concentrador [4% (p/v) de acrilamida] y un gel separador (con una concentración de 
acrilamida mayor y variable dependiendo del  peso molecular de las proteínas a analizar).  
En la Tabla 5 se muestran las composiciones de los geles separadores utilizados, 
que ,además, contenían una concentración 4 M de urea. 
Concentración 12% (p/v) 15% (p/v) 20% (p/v)
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml
10% (p/v) SDS 50 µl 50 µl 50 µl
 40% (p/v) Acrilamida -
Bisacrilamida (29:1) 1,5 ml 1,875 ml 2,5 ml
10% (p/v) APS 25 µl 25 µl 25 µl
TEMED 2,5 µl 2,5 µl 2,5 µl
Volumen total 5 ml 5 ml 5 ml  
Tabla 5 Composición del gel separador. La disolución de 10% (p/v) de APS (Persulfato de 
amonio) se prepara de nuevo cada vez.  
 
Una vez preparada la disolución (tampón, acrilamida, SDS y urea, ajustada a su 
volumen total con agua milli-Q) y justo antes de rellenar el molde (siguiendo las 
instrucciones de montaje del equipo de electroforesis), se agregaron APS y TEMED. El 
molde se rellenó hasta 1 cm aproximadamente por debajo del peine. Se añadió alcohol 
isopropílico hasta el borde del molde para evitar la deshidratación del gel y favorecer la 
formación de un frente uniforme. El gel se dejó polimerizar durante unos 45 min. 
Una vez polimerizado el gel separador, se eliminó el alcohol isopropílico lavando 
con abundante agua y se añadió el gel concentrador con la composición indicada en la 
Tabla 6. 
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Concentración 4% (p/v)
H2O milliQ 1,606 ml
0,5 M Tris-HCl pH 6,8 625 µl 
10% (p/v) SDS 25 µl
 40% (p/v) Acrilamida -
Bisacrilamida (29:1) 244 µl 
10% (p/v) APS 12,5 µl
TEMED 2,5 µl  
Tabla 6 Composición del gel concentrador. Esta composición es común a todos los geles de 
poliacrilamida utilizados. 
 
Inmediatamente después de la adición del gel concentrador al molde, se colocó el 
peine y se dejó polimerizar durante otros 45 min. 
Desarrollo de la electroforesis 
Una vez polimerizados los geles, los pocillos se lavaron con agua y los geles 
colocados en la cubeta con el tampón de electroforesis siguiendo las instrucciones del 
equipo. Antes de ser cargadas en los pocillos, se añadió a las muestras tampón de 
desnaturalización y se desnaturalizaron a 100 ºC durante 5 min. Para poder tener una 
referencia del peso molecular de las proteínas se cargaron patrones de tamaño conocido. 
Los utilizados fueron “Low range prestained SDS-PAGE standars” (Bio-Rad) y “Mark 12 
unstained standars” (Invitrogen). La electroforesis se desarrolló a un voltaje constante de 
120 V durante unas 2-3 h.  
Finalizada la electroforesis, el gel se retiró del molde y se tiñó. Se llevaron a cabo 
dos tipos de tinciones con Coomassie y con nitrato de plata, que es una tinción mucho 
más sensible. 
Tinción con Coomassie: 
El gel se tiñó durante al menos 3 h. A continuación, se decoloró durante unos 20-25 
min, conservando posteriormente el gel en agua. 
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Tinción con nitrato de plata: 
Se realizó una primera incubación de 1 h con la disolución de fijado y se lavó 
posteriormente tres veces (10 min cada vez) con etanol al 30% (v/v). A continuación, el 
gel se sumergió 1 min en la disolución de tiosulfato y se lavó tres veces (1 min cada vez) 
con agua. Posteriormente se incubó 20 min con la disolución de nitrato de plata y se 
volvió a lavar tres veces con agua. Se añadió después la disolución de revelado hasta 
que se detectaron las bandas de proteína. Por último, para interrumpir la reacción se 
añadió la disolución de parada y el gel se conservó en H2O. 
Tampones utilizados: 
Tampón de electroforesis x 5: 15 g/l Tris-HCl pH 8,3, 72 g/l glicina, 5 g/l SDS. 
Tampón de desnaturalización x 4: 2% (p/v) SDS, 62 mM Tris-HCl pH 6,8, 30% (p/v) glicerol, 80 mM 
DTT, 0,2% (p/v) azul de bromofenol. 
Disolución de teñido: 0,25 g azul Coomassie, 450 ml metanol, 60 ml ácido acético, 490 ml H2O. 
Disolución de desteñido: 10% (v/v) metanol, 30% (v/v) ácido acético. 
Disolución de fijado: 40% (v/v) metanol, 10% (v/v) ácido acético. 
Disolución de tiosulfato: 0,02%  (p/v) Na2S2O3 · 5H2O. 
Disolución de nitrato de plata: 0,2% (p/v) AgNO3, 0,02% (v/v) formaldehído. 
Disolución de revelado (100 ml): 3 g Na2CO3, 50 ml formaldehído, 2,5 ml disolución de tiosulfato. 
Disolución de parada (200 ml): 10 g Tris, 5 ml ácido acético. 
2.6.3 Inmunodetección de proteínas (western blot) 
Una vez separadas las proteínas en un gel de poliacrilamida, éstas se pueden 
transferir a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 µm (Trans-Blot transfer medium, Bio-
Rad) y detectarse mediante anticuerpos específicos. Para la transferencia se utilizó el 
equipo Mini Trans-Blot (Bio-Rad). En la carpeta de transferencia se dispusieron por este 
orden: una esponja, un papel Whatman, el gel, la membrana, un papel Whatman y una 
esponja. La carpeta se colocó en la cubeta de transferencia según las instrucciones del 
equipo junto con el tampón de transferencia y la unidad de refrigeración. Los papeles 
Whatman y la membrana se recortaron con las mismas dimensiones del gel para que la 
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transferencia se llevara a cabo de forma eficiente. La transferencia se realizó a voltaje 
constante de 100 V durante 1 h y 30 min. 
Una vez realizada la transferencia, la membrana se incubó con el anticuerpo 
específico para la proteína que se deseaba detectar. Este anticuerpo, denominado 
anticuerpo primario es reconocido a su vez por un anticuerpo secundario. El anticuerpo 
secundario se encuentra conjugado con una molécula que permite la detección del 
complejo formado por la proteína de interés, el anticuerpo primario y el anticuerpo 
secundario mediante una reacción colorimétrica, en nuestro caso conjugado con 
peroxidasa. 
Método de revelado con la peroxidasa: 
Una vez que la transferencia ha finalizado, la membrana se lavó con tampón TBS y 
se incubó toda la noche a 4 ºC con agitación suave en una disolución de TBS con 5% 
(p/v) leche en polvo desnatada, bloqueando, así, la membrana para que el anticuerpo 
primario no se una inespecíficamente a ella. A continuación, se realizaron tres lavados de 
10 min cada uno con la disolución de lavado y se añadió la disolución con el anticuerpo 
primario (disolución de lavado con anticuerpo primario), incubándose durante 2 h. Antes 
de añadir la disolución del anticuerpo secundario, la membrana se lavó tres veces durante 
10 min cada una con disolución de lavado. La disolución de anticuerpo secundario se 
componía del anticuerpo secundario y disolución de lavado en una proporción 1:1000, y 
se incubó durante 1 h. Después se lavó otras tres veces (10 min cada una) con la 
disolución de lavado y se procedió al revelado de la membrana. Para ello se mezclaron la 
disolución A y la B y esta mezcla se añadió a la membrana. Para detener la reacción, se 
retira la disolución de revelado y se añade H2O. 
Tampones utilizados: 
Tampón de transferencia: 14,4 g/l glicina, 3,03 g/l Tris, 200 ml/l metanol. 
Tampón TBS: 25 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,9% (p/v) NaCl. 
Tampón de lavado: 0,1% (p/v) leche en polvo desnatada en tampón TBS. 
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Disolución de anticuerpo primario: Dilución 1:1000 en disolución de lavado del anticuerpo policlonal 
contra la subunidad α del cyt b559 de espinaca producido en conejo. Dilución 1:3000 en disolución 
de lavado del anticuerpo monoclonal contra la cola de histidinas (GE Healthcare) producido en 
ratón. Dilución 1:40000 en disolución de lavado del anticuerpo monoclonal contra la MBP (New 
England Biolabs) producido en ratón.  
Anticuerpos secundarios: Para anticuerpos primarios producidos en conejo se utilizó Goat Anti-
Rabbit IgG (H + L)-HRP Conjugate (Bio-Rad); para anticuerpos primarios producidos en ratón se 
utilizó Goat Anti-Mouse IgG (H + L)-HRP Conjugate (Bio-Rad). 
Disolución A: 25 ml TBS, 50 µl H2O2. 
Disolución B: 5 ml metanol, 15 mg naftol. 
2.7 TÉCNICAS ESPECTROSCÓPICAS 
2.7.1 Espectroscopia de absorción UV-Vis 
Los espectros se realizaron en un espectrofotómetro Beckman DU-640 en el rango 
espectral de 400-700 nm, con una velocidad de barrido de 600 nm/min, en cubetas de 1 
cm de paso de luz y a temperatura ambiente. 
Cuando se midieron los espectros de absorción de las muestras de membrana 
citoplasmática, se utilizaron 50 µl de suspensión de membranas extraídas de E. coli en 
500 µl de tampón de extracción de membranas. Se realizaron espectros de la muestra 
oxidada y reducida para poder obtener los espectros diferenciales reducido menos 
oxidado de las membranas. Los citocromos de las membranas ya se obtenían en forma 
oxidada, y para reducir las muestras se utilizó una concentración final de 10 mM ditionito 
sódico. 
Los espectros oxidado y reducido del cyt b559 reconstituido in vitro se midieron para 
obtener también los espectros diferenciales, y para ello se utilizaron 50 µl de la muestra 
reconstituida concentrada en 300 µl totales de tampón de espectros (apartado 2.4.3.2). El 
citocromo también se obtiene oxidado en este caso, con lo que sólo fue preciso reducir 
con 10 mM ditionito sódico. 
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Para poder calcular la cantidad de cyt b559 reconstituido en cada caso se utilizó el 
valor de la diferencia en el espectro diferencial entre el máximo de la banda α del cyt b559 
y 577 nm (Δεmáximo banda α – 577nm = 21,5 mM-1 cm-1) o el máximo de la banda α y 570 nm que 
corresponde con un punto isosbéstico (Δεmáximo banda α – 570nm = 17,5 mM-1 cm-1). 
2.7.2 Espectroscopia de Resonancia Paramagnética Electrónica (EPR) 
Los experimentos de EPR se realizaron en un espectrómetro Bruker ESP380E. El 
espectrómetro está equipado con un criostato Oxford CF935 de flujo continuo de helio 
para medidas a baja temperatura. Las muestras que tenían un volumen aproximado de 
150 µl, se introdujeron en tubos de cuarzo, de un diámetro de unos 3 mm, y se 
conservaron en nitrógeno líquido (77K). Para realizar la medida, eran transferidas 
rápidamente al criostato, sin que se calentasen. 
Se realizaron experimentos de dos tipos: EPR continuo (CW-EPR) y EPR inducido 
por eco de dos pulsos (ei-EPR 2p). Para los primeros, las condiciones experimentales 
fueron: temperatura, 15K; frecuencia de microondas, 9,701 GHz; potencia de microondas, 
3,2 x 10-2 mW (o inferior); amplitud de modulación, 3 gauss. Los tiempos de medida 
típicos fueron de 30 min. Para los experimentos de ei-EPR 2p, las condiciones fueron: 
temperatura, 6K; frecuencia de microondas, 9,775 GHz. Los valores de espaciado entre 
los dos pulsos aplicados se indican en cada espectro. Los tiempos de medida típicos 
fueron de 2 h. 
Los espectros de EPR se realizaron en el Instituto de Ciencia de Materiales de 
Aragón (CSIC-Universidad de Zaragoza) con la colaboración de los Drs. Jesús I. Martínez 
y Pablo J. Alonso. 
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2.7.3 Titulación redox 
Las titulaciones potenciométricas se realizaron con un potenciómetro (Methrom 
Herisau) con un microelectrodo de Pt-Ag/AgCl (Crison Instruments), calibrado 
previamente con una disolución saturada de quinhidrona (E’m pH 7 = +280 mV a 20 ºC), 
acoplado a un espectrofotómetro Aminco DW-2000. Las potenciometrías fueron 
realizadas a 20 ºC bajo atmósfera de argón y en una cubeta de 3 ml con agitación suave. 
Se siguieron los cambios de absorbancia en el máximo de la banda α del cyt b559 con 
adiciones secuenciales de pequeñas cantidades de 0,1 M ditionito sódico, realizando 
barridos entre 500 y 600 nm. Los mediadores redox utilizados en las titulaciones fueron: 
10 µM 2,5-dimetil-p-benzoquinona (E’m pH 7 = +180 mV), 20 µM naftoquinona (E’m pH 7 = 
+145 mV), 2,5 µM metasulfato de fenazina (E’m pH 7 = +80 mV) y 20 µM duroquinona     
(E’m pH 7 = +5 mV). El tampón en el que se diluyeron las muestras fue 50 mM MES-NaOH 
pH 6,5, 0,03% (p/v) β-DM. Para la reoxidación de las muestras se utilizó 25 µM 
ferricianuro de potasio. Para calcular el potencial redox de las muestras, los datos 
potenciométricos fueron tratados con el programa ORIGIN v6.0 (Microcal Software) 
ajustando los datos a una curva de Nernst. 
Las titulaciones potenciométricas se realizaron en el Instituto de Bioquímica Vegetal 
y Fotosíntesis (CSIC-Universidad de Sevilla) con la colaboración del Dr. José M. Ortega y 
el Ldo. Fernando Guerrero. 
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3 RESULTADOS 
3.1 SOBREEXPRESIÓN EN E. coli Y PURIFICACIÓN DE LAS SUBUNIDADES DEL 
cyt b559 DE REMOLACHA CLONADAS EN EL VECTOR DE EXPRESIÓN pMAL-
c2X MODIFICADO CON UNA COLA DE SEIS HISTIDINAS 
Algunas proteínas recombinantes que son expresadas en E. coli se obtienen de 
forma insoluble, formando parte de agregados de alta densidad denominados cuerpos de 
inclusión. Estos agregados son acumulaciones de la proteína sobreexpresada en la 
bacteria que no se han plegado correctamente. Los cuerpos de inclusión podrían 
formarse debido a una alta concentración de proteína recombinante en el citoplasma de la 
bacteria y también a que las chaperonas presentes en él no sean capaces de ayudar a su 
plegamiento tan eficientemente como para evitar plegamientos incorrectos, induciendo su 
posterior agregación. El poco rendimiento que suelen tener los protocolos de 
renaturalización in vitro de las proteínas obtenidas a partir de estos agregados, hace que 
sea recomendable conseguir la proteína recombinante de forma soluble. El cyt b559 es una 
proteína integral de membrana y cada subunidad está constituida fundamentalmente por 
una α-hélice muy hidrofóbica. Debido a esta alta hidrofobicidad, además de procurar 
favorecer su solubilidad expresando las subunidades en forma de proteínas de fusión 
junto con la MBP, se realizó un estudio de las condiciones de inducción más adecuadas 
para este fin. Se prestó especial atención a la temperatura, factor que influye mucho en la 
solubilidad de las proteínas sobreexpresadas, ya que una reducción de la concentración 
de proteína recombinante por una disminución de la temperatura, favorece su solubilidad 
(Schein y col., 1988; Schein, 1989; Sorensen y col., 2005). A bajas temperaturas la 
actividad metabólica de la bacteria es menor disminuyendo normalmente la cantidad de 
proteína sobreexpresada y, por tanto, aumentando el número de chaperonas disponibles 
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por proteína recombinante, además de disminuir el número de proteasas inducidas por 
choque térmico que se producen durante la sobreexpresión (Sorensen y col., 2005). 
Se buscaron las mejores condiciones de inducción variando diferentes parámetros 
con el fin de obtener la mayor cantidad de proteína posible y que ésta se encontrara en 
forma soluble. 
3.1.1 Estudio de la influencia de las condiciones de inducción en la expresión de la 
proteína de fusión MBP-histag-subα 
Inducción a 37 ºC, 2 h, 0,3 mM IPTG 
Inicialmente las condiciones de inducción que utilizamos fueron las recomendadas 
en el manual suministrado con el vector pMAL-c2X, es decir, inducción a 37 ºC, 0,3 mM 
de IPTG durante 2 h, utilizando como cepa huésped DH5α. En el apartado 2.2 de 
Materiales y Métodos, se ha explicado detalladamente el proceso de inducción. Cuando 
los cultivos alcanzaban un valor de D.O.600nm de 0,6, se añadía el inductor y la 
temperatura se modificaba si el experimento lo requería. 
Como se aprecia en los experimentos de inmunodetección (Fig. 30), en estas 
condiciones la proteína de fusión se expresó únicamente de forma insoluble. La cantidad 
de proteína obtenida no era muy grande y, además, se observaban bandas de menor 
peso molecular que la MBP-histag-subα (aprox. 54 kDa) que reaccionaban con los 
anticuerpos antihistidinas y no con los antisubunidad α del cyt b559. Estas bandas son 
probablemente degradaciones de la proteína de fusión o truncamientos (proteínas que no 
se han llegado a sintetizar completamente), que poseen la cola de histidinas pero no 
contienen la subunidad α. Al observar la expresión del plásmido pMAL-c2X modificado 
“vacío”, en cambio, la proteína resultante MBP-histag-LacZ aparecía en gran cantidad 
tanto en forma soluble como insoluble. 
A esta temperatura se realizó un experimento adicional en el que la concentración 
de inductor se aumentó hasta 0,6 mM, pero no se observó proteína de fusión en los 
extractos de las bacterias inducidas (datos no mostrados). 
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Figura 30 Detección inmunológica de la proteína de fusión sobreexpresada MBP-histag-subα 
a 37 ºC, 2 h, 0,3 mM IPTG con anticuerpos específicos. A, detección con anticuerpos 
antihistidinas. B, detección con anticuerpos antisubunidad α del cyt b559 de espinaca. M, 
marcadores de peso molecular; 1, sedimento del extracto de células sin inducir que 
contienen el vector pMAL-c2X modificado sin la subunidad α; 2 y 3, sedimento y 
sobrenadante del extracto de células inducidas que contienen el vector pMAL-c2X 
modificado sin la subunidad α; 4 y 5, sedimento y sobrenadante del extracto de células sin 
inducir que contienen el vector pMAL-c2X modificado con la subunidad α; 6 y 7, sedimento y 
sobrenadante del extracto de células inducidas que contienen el vector pMAL-c2X 
modificado con la subunidad α. 
 
Inducción a 25 ºC, 0,3 mM IPTG 
En este caso, la temperatura de inducción se disminuyó hasta 25 ºC, recogiendo las 
bacterias en diferentes tiempos para ver la extensión de la expresión. 
En el análisis por inmunodetección con anticuerpos específicos (Fig. 31) se observó 
que parte de la proteína de fusión aparecía en la fracción soluble, lo que no ocurría al 
inducir a 37 ºC, temperatura a la cual la totalidad de la proteína de fusión expresada se 
encontraba en el sedimento del extracto celular. La disminución de la temperatura de 
inducción a 25 ºC favoreció la solubilidad de la proteína y la cantidad expresada aumentó 
con el tiempo, excepto a las 23 h de inducción, condición en la que la degradación de la 
proteína de fusión era prácticamente total. A esta temperatura de inducción el tiempo 
óptimo estaría entre 9 y 13 h. 
Resultados 
90 
50,3
50,3 50,3
50,3
kDa
kDakDa
kDaM M
M M1
4
2
21
74
3
3 5
5
96
6
8 1110 12
9 107 8
A
B
A
B
49,9
kDa M 9 107 8
113
91
C  
Figura 31  Análisis de la proteína de fusión MBP-histag-subα expresada a 25 ºC, 0,3 mM 
IPTG por SDS-PAGE y detección inmunológica con anticuerpos específicos a diferentes 
tiempos de inducción. A, detección con anticuerpos antihistidinas. B, detección con 
anticuerpos antisubunidad α del cyt b559  de espinaca. C, SDS-PAGE 12% (p/v) teñido con 
azul de Coomassie. M, marcadores de peso molecular; 1 y 2, sedimento y sobrenadante del 
extracto bacteriano, 2 h de inducción; 3 y 4, sedimento y sobrenadante, 4 h de inducción; 5 y 
6, sedimento y sobrenadante, 6 h de inducción; 7 y 8, sedimento y sobrenadante, 9 h de 
inducción; 9 y 10, sedimento y sobrenadante, 13 h de inducción; 11 y 12, sedimento y 
sobrenadante, 23 h de inducción. La punta de flecha roja (◄) señala la proteína de fusión de 
la subunidad α del cyt b559 de remolacha (54 kDa). 
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Inducción a 18 ºC, 0,3 mM IPTG 
Se decidió disminuir aún más la temperatura de inducción hasta 18 ºC para ver si se 
veía más favorecida la expresión en forma soluble de la proteína de fusión MBP-histag-
subα que a 25 ºC. 
Como se observó al analizar las muestras de los diferentes tiempos de inducción  
por SDS-PAGE (Fig. 32), la cantidad obtenida de proteína de fusión fue algo mayor que a 
25 ºC, pero se tuvo que aumentar también el tiempo de inducción como mínimo hasta las 
17 h. 
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Figura 32 Análisis de la expresión de la proteína de fusión MBP-histag-subα  a 18 ºC, 0,3 mM 
IPTG a diferentes tiempos de inducción por SDS-PAGE y detección inmunológica con 
anticuerpos específicos. A, SDS-PAGE 12% (p/v) teñido con azul de Coomassie. B, 
detección con anticuerpos antihistidinas. C, detección con anticuerpos antisubunidad α del 
cyt b559 de espinaca. M, marcadores de peso molecular; 1 y 2, sedimento y sobrenadante del 
extracto bacteriano, 13 h de inducción; 3 y 4, sedimento y sobrenadante, 17 h de inducción; 
5 y 6, sedimento y sobrenadante, 21 h de inducción. La punta de flecha roja (◄) señala la 
proteína de fusión de la subunidad α del cyt b559 de remolacha (54 kDa).  
 
Aunque una parte significativa de la proteína de fusión seguía apareciendo en el 
sedimento, probablemente formando parte de los cuerpos de inclusión, gracias a una 
disminución de la temperatura se consiguió obtenerla también en la fase soluble. 
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Definimos, por lo tanto, las condiciones óptimas de inducción para la proteína de fusión 
MBP-histag-subα como la inducción con 0,3 mM IPTG a 18 ºC durante 17 h. 
Para intentar disminuir la cantidad de proteína que es degradada durante el proceso 
de sobreexpresión, se cambió de cepa huésped. Se transformó con la construcción la 
cepa BL21 (DE3), deficiente en las proteasas lon y ompT y que, por ello, es utilizada en 
muchos protocolos para este fin. Después de analizar por SDS-PAGE e inmunodetección 
la expresión, sorprendentemente observamos que en BL21 no se sobreexpresaba la 
proteína de fusión MBP-histag-subα (datos no mostrados) por lo que decidimos seguir 
con DH5α como cepa huésped. 
3.1.2 Estudio de la influencia de las condiciones de inducción en la expresión de la 
proteína de fusión MBP-histag-subβ 
Al igual que para la proteína de fusión de la subunidad α, para la MBP-histag-subβ, 
también se hizo un estudio de las condiciones óptimas de inducción en la cepa DH5α. 
Parámetros como la temperatura, tiempo de inducción y concentración de inductor fueron 
modificados. 
Inducción a 37 ºC  
A esta temperatura de inducción se varió la concentración de inductor (0,3 mM y 0,6 
mM IPTG) y el tiempo de inducción (2, 3 y 4 h). En la figura (Fig. 33) sólo se muestran los 
resultados obtenidos para la inducción durante 3 h ya que para el resto de los tiempos los 
resultados son similares. Como se observa en dicha figura, la sobreexpresión era muy 
pequeña y solamente se pudo percibir en los análisis de inmunodetección. Se consiguió 
muy poca cantidad de proteína de fusión tanto en la fase soluble como en la insoluble, 
apareciendo muchas degradaciones y truncamientos de pesos moleculares más 
pequeños. Estos resultados indicaban que el problema de esta proteína de fusión era la 
expresión en sí. 
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Figura 33 Análisis de la expresión de la proteína de fusión MBP-histag-subβ a 37 ºC durante 
3 h variando la concentración de inductor en células DH5α por SDS-PAGE y detección 
inmunológica con anticuerpos específicos. A, SDS-PAGE 12% (p/v) teñido con azul de 
Coomassie. B, detección con anticuerpos antihistidinas. M, marcadores de peso molecular; 1 
y 2, sedimento y sobrenadante del extracto de células sin transformar inducidas con 0,3 mM 
IPTG; 3 y 4, sedimento y sobrenadante del extracto de células que contienen el vector 
pMAL-c2X modificado con la subunidad β inducidas con 0,3 mM IPTG; 5 y 6, sedimento y 
sobrenadante del extracto de células que contienen el vector pMAL-c2X modificado con la 
subunidad β inducidas con 0,6 mM IPTG. La punta de flecha roja (◄) señala la proteína de 
fusión de la subunidad β del cyt b559 de remolacha (49 kDa). 
 
Además, en el análisis por SDS-PAGE se apreciaba que existía una proteína 
endógena de la bacteria del mismo peso molecular aparente que la proteína de fusión 
MBP-histag-subβ (49 kDa), dificultando el seguimiento de la extensión de la 
sobreexpresión por esa técnica. Esta proteína endógena se podía observar en el 
sobrenadante de las bacterias DH5α sin transformar (Fig. 33A). 
Inducción a 25 ºC  
Se disminuyó la temperatura de inducción hasta 25 ºC con diferentes 
concentraciones de inductor (0,3, 0,6 y 0,9 mM IPTG) y diferentes tiempos de inducción. 
En la Fig. 34 se puede observar que a esta temperatura la proteína de fusión aparecía 
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solamente en la fase soluble, al contrario que en la inducción a 37 ºC, que también estaba 
en el sedimento del extracto celular. A pesar de ello, a 25 ºC la extensión de la expresión 
no mejoró con respecto a la inducción a 37 ºC y tampoco se observabaron diferencias 
apreciables entre una concentración de inductor y otra (datos no mostrados).  
Los resultados obtenidos para los diferentes tiempos de inducción fueron similares, 
quizá la cantidad de proteína de fusión obtenida a 13 h de inducción era un poco mayor 
(datos no mostrados). 
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Figura 34 Análisis de la expresión de la proteína de fusión MBP-histag-subβ a 25 ºC durante 
13 h y diferentes concentraciones de inductor por detección inmunológica con anticuerpos 
específicos. Detección con anticuerpos antihistidinas .1 y 2, sedimento y sobrenadante del 
extracto de células que contienen el vector pMAL-c2X modificado con la subunidad β 
inducidas con 0,3 mM IPTG; 3 y 4, sedimento y sobrenadante del extracto de células que 
contienen el  vector pMAL-c2X modificado con la subunidad β inducidas con 0,6 mM IPTG; 5 
y 6, sedimento y sobrenadante del extracto de células que contienen el vector pMAL-c2X 
modificado con la subunidad β inducidas con 0,9 mM IPTG. 
 
Inducción a 18 ºC 
Intentando conseguir una sobreexpresión suficiente como para poder abordar la 
purificación de esta proteína de fusión, la temperatura de inducción se descendió a 18 ºC 
y se varió tanto la concentración de inductor y como el tiempo de inducción.  
A esta temperatura la expresión de la proteína de fusión fue mayor e independiente 
de las concentraciones de inductor probadas (Fig. 35). El tiempo de inducción óptimo 
fueron 17 h ya que a 25 h la proteína de fusión ya desaparecía, sólo daban señal 
inmunológica las degradaciones o truncamientos.  
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Figura 35 Análisis de la expresión de la proteína de fusión MBP-histag-subβ a 18 ºC por 
SDS-PAGE y detección inmunológica con anticuerpos específicos. A, SDS-PAGE 12% (p/v) 
teñido con azul de Coomassie. B, detección con anticuerpos antihistidinas. M, marcadores 
de peso molecular; 1 y 2, sedimento y sobrenadante del extracto de células que contienen el 
vector  pMAL-c2X modificado con la subunidad β sin inducir; 3 y 4, sedimento y 
sobrenadante del extracto de células que contienen el vector pMAL-c2X modificado con la 
subunidad β inducidas con 0,3 mM IPTG durante 17 h; 5 y 6, sedimento y sobrenadante del 
extracto de células que contienen el vector pMAL-c2X modificado con la subunidad β 
inducidas con 0,6 mM IPTG durante 17 h; 7 y 8, sedimento y sobrenadante del extracto de 
células que contienen el vector pMAL-c2X modificado con la subunidad β inducidas con 0,3 
mM IPTG durante 25 h. La punta de flecha roja (◄) señala la proteína de fusión de la 
subunidad β del cyt b559 de remolacha (49 kDa). 
 
Se pudo observar que aunque en el sedimento del extracto celular había proteína 
de fusión, la cantidad en la fase soluble era bastante superior. 
Inducción a 15 ºC 
Viendo que el progreso de la expresión a 18 ºC de la proteína de fusión aunque 
pequeño era apreciable, se probó a disminuir la temperatura a 15 ºC. A esta temperaura, 
la inducción se realizó durante 21 h y se varió la concentración de inductor. Como se 
observa en la Fig. 36 no había nada de expresión de proteína de fusión a 15 ºC, sólo se 
apreciaban degradaciones y truncamientos mediante el análisis inmunológico. 
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Figura 36 Análisis de la expresión de la proteína de fusión MBP-histag-subβ  a 15 ºC por  
detección inmunológica con anticuerpos antihistidinas. M, marcador de peso molecular; 1 y 
2, sedimento y sobrenadante del extracto de células que contienen el vector pMAL-c2X 
modificado con la subunidad β sin inducir; 3 y 4, sedimento y sobrenadante del extracto de 
células que contienen el vector pMAL-c2X modificado con la subunidad β inducidas con 0,3 
mM IPTG durante 21 h; 5 y 6, sedimento y sobrenadante del extracto de células que 
contienen el vector pMAL-c2X modificado con la subunidad β inducidas con 0,6 mM IPTG 
durante 21 h.  
 
Inducción en E. coli BL21 (DE3) 
Debido a la gran cantidad de degradación y truncamientos que se detectaba, se 
probó la cepa huésped a BL21 (DE3) para intentar mejorar el rendimiento de la 
sobreexpresión de la proteína de fusión. 
Se realizó una inducción en las condiciones en las cuales habíamos obtenido una 
mayor expresión de la proteína de fusión MBP-histag-subβ, es decir, 18 ºC durante 17 y 
21 h variando la concentración de inductor (0,3 mM y 0,6 mM). La cantidad que se obtuvo 
en estos casos fue menor que la de los experimentos realizados con la cepa DH5α (Fig. 
37) e incluso la cantidad de degradaciones y truncamientos era mayor. 
A pesar de haber hecho un estudio exhaustivo buscando las condiciones de 
inducción más adecuadas para la proteína de fusión MBP-histag-subβ, no lo hemos 
logrado. No se ha conseguido una buena sobreexpresión ni siquiera de forma insoluble. 
Las condiciones de inducción más favorables para la expresión de MBP-histag-subβ 
son 0,6 mM IPTG a 18 ºC durante 17 h en la cepa DH5α. 
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Figura 37 Análisis de la expresión de la proteína de fusión MBP-histag-subβ  a 18 ºC en la 
cepa BL21 por detección inmunológica con anticuerpos antihistidinas. M, marcador de peso 
molecular; 1 y 2, sedimento y sobrenadante del extracto de células que contienen el vector  
pMAL-c2X modificado con la subunidad β sin inducir; 3 y 4, sedimento y sobrenadante del 
extracto de células que contienen el vector pMAL-c2X modificado con la subunidad β 
inducidas con 0,3 mM IPTG durante 17 h; 5 y 6, sedimento y sobrenadante del extracto de 
células que contienen el vector pMAL-c2X modificado con la subunidad β inducidas con 0,6 
mM IPTG durante 17 h; 7 y 8, sedimento  y sobrenadante del extracto de células que 
contienen el vector pMAL-c2X modificado con la subunidad β inducidas con 0,6 mM IPTG 
durante 21 h. 
 
3.1.3 Purificación de la subunidad α del cyt b559 
Una vez que obtuvimos las condiciones más adecuadas para la sobreexpresión de 
la proteína de fusión MBP-histag-subα, la fase soluble obtenida de la centrifugación del 
extracto bacteriano, se sometió a un proceso de purificación con el fin de conseguir la 
subunidad α del cyt b559 lo más pura posible. 
Como se ha mencionado en la Sección de Materiales y Métodos, la purificación se 
llevó a cabo en tres fases. En las dos primeras se consiguió obtener un buen resultado 
pero en la tercera fase hubo que probar diferentes protocolos. 
3.1.3.1 Cromatografía IMAC 
La proteína de fusión MBP-histag-subα posee una cola de seis histidinas, lo que se 
aprovechó para purificar la proteína de fusión completa del resto de proteínas de la fase 
soluble del extracto celular bacteriano. Si la proteína tiene las histidinas expuestas 
interaccionará con los iones Ni2+ unidos químicamente a la resina de la columna. Como se 
observa en el análisis por SDS-PAGE de las fracciones recogidas durante la purificación 
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(Fig. 38), la mayoría de las proteínas endógenas de la bacteria presentes en la muestra 
cargada no eran retenidas en la columna o se eluían en los primeros lavados. 
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Figura 38 Análisis de la cromatografía IMAC de la proteína de fusión MBP-histag-subα por 
SDS-PAGE 12% (p/v) teñido con azul de Coomassie. M, marcadores de peso molecular; 1, 
muestra cargada en la columna correspondiente al extracto de las células una vez clarificado 
por centrifugación y filtrado; 2, fracción de proteínas no retenidas en la columna; 3, proteínas 
que se eluyen en el lavado de tampón con 5 mM imidazol; 4, fracción representativa en la 
que eluye la MBP-histag-subα. 
 
La proteína de fusión se eluyó con un gradiente de imidazol, en torno a una 
concentración de 250 mM imidazol. El rendimiento de la purificación es bueno, ya que 
apenas se pierde proteína de fusión en los lavados y el resto de proteínas contaminantes 
corresponden a las degradaciones o truncamientos que ya observamos en los geles de 
expresión, ya que también poseen la cola de histidinas y, por lo tanto, interaccionan con la 
resina de la misma manera que la proteína de fusión completa. 
3.1.3.2  Digestión con Trombina 
Después de la primera cromatografía, las fracciones que contenían la proteína de 
fusión se digirieron con la proteasa Trombina para liberar la subunidad α del resto de la 
proteína de fusión (MBP-histag). 
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Figura 39 Análisis de la digestión con Trombina de la proteína de fusión MBP-histag-subα por 
SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie y detección inmunológica con anticuerpos 
específicos. A, SDS-PAGE 15% (p/v) teñido con azul de Coomassie. B, detección con 
anticuerpos antisubunidad α del cyt b559 de espinaca. M, marcadores de peso molecular; 1, 
proteína de fusión sin digerir; 2, proteína de fusión sin Trombina incubada a 22 ºC durante 
24 h; 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9, proteína de fusión digerida con Trombina durante 3, 6, 9, 12, 24, 30 
y 54 h, respectivamente. La punta de flecha verde (◄) señala la subunidad α del cyt b559 (10 
kDa), la punta de flecha roja (◄) señala la proteína de fusión completa (54 kDa) y la punta 
de flecha azul (◄) señala el resto MBP-histag (44 kDa). 
 
La digestión se llevó a cabo a 22 ºC durante diferentes tiempos de incubación. 
Analizando la muestra digerida, se observó que la extensión de la digestión aumentó con 
el tiempo de incubación (Fig. 39). Una vez digerida durante 30 h ya no aumentaba la 
cantidad de subunidad α liberada, comparándola con la obtenida después de 54 h de 
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incubación. A pesar de probar también con diferentes concentraciones de Trombina en la 
muestra (datos no mostrados), no se consiguió mejorar el rendimiento de la digestión y 
aproximadamente un 20% de la proteína de fusión permanece sin digerir. 
3.1.3.3 Segunda etapa de purificación 
Se llevaron a cabo diferentes protocolos para intentar purificar la subunidad α del 
cyt b559, separándola de la proteína de fusión completa sin digerir y del resto de proteína 
de fusión (MBP-histag). 
3.1.3.3.1 Cromatografía de afinidad por unión a amilosa 
Una de las ventajas de utilizar la MBP como proteína portadora es que se puede 
utilizar la cromatografía de afinidad por unión amilosa para la purificación de la proteína 
de fusión ya que, como se ha comentado anteriormente, la MBP tiene la propiedad de unir 
disacáridos. En este caso, en vez de intentar purificar la proteína de fusión entera 
mediante este método, lo que se pretendía era que tanto la proteína de fusión completa 
como la MBP-histag, fueran inmovilizadas en la resina mientras que la subunidad α del 
cyt b559 apareciera en la fracción no retenida durante la cromatografía. 
Analizando las fracciones obtenidas por SDS-PAGE (Fig. 40), se observó que la 
separación de las proteínas, tal y como debería ser por sus propiedades, no se había 
conseguido satisfactoriamente. Todas las proteínas comenzaron a aparecer en las 
fracciones de lavado aunque una parte significativa de la proteína MBP-histag se unía a la 
columna y eluía con 10 mM maltosa, pudiéndose separar, así, de la subunidad α. Dado el 
patrón proteico de las fracciones, se podría pensar que la columna estaba sobrecargada 
pero se comprobó que, según el fabricante, en ningún momento se había sobrepasado el 
límite de capacidad de unión de la resina. 
Se atribuyó el funcionamiento no totalmente satisfactorio de esta cromatografía al 
uso del detergente Tritón X-100 en los tampones, que podía interferir en la unión de la 
MBP a la amilosa modificando el sitio de unión o uniéndose a él. 
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Figura 40 Análisis de las fracciones obtenidas en la cromatografía de afinidad por unión a 
amilosa por SDS-PAGE 15% (p/v) teñido con azul de Coomassie. M, marcadores de peso 
molecular; 1, proteína de fusión digerida, muestra cargada en la columna; 2, 3 y 4, 
fracciones no retenidas en la columna; 5, 6 y 7, proteínas no retenidas y eluidas con el 
lavado; 8 y 9, fracciones eluidas con tampón con 10 mM maltosa. 
 
3.1.3.3.2 Cromatografía IMAC 
La proteína de fusión completa sin digerir y el resto de proteína de fusión digerida 
(MBP-histag), tienen en su secuencia una cola con seis histidinas de la que carece la 
subunidad α una vez liberada de la proteína de fusión. Se pensó que si se cargaba la 
muestra digerida en una columna IMAC, la subunidad α no debería ser retenida o por lo 
menos con menor afinidad que las otras dos proteínas. 
Después de realizar la cromatografía se observó por SDS-PAGE que parte de la 
subunidad α se encontró en la fracción no retenida (Fig. 41), pero otra parte eluyó junto 
con los otros dos polipéptidos con la misma afinidad, ya que aparecieron en las mismas 
fracciones del gradiente en torno a 250 mM imidazol. Como se deduce de este resultado, 
la única histidina presente en la secuencia de la subunidad α del cyt b559 es capaz de 
unirse al metal con la misma afinidad que una cola de seis histidinas bajo estas 
condiciones. 
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Figura 41 Análisis de las fracciones obtenidas de la columna IMAC por SDS-PAGE 15% (p/v) 
teñido con azul de Coomassie. M, marcadores de peso molecular; 1, proteína de fusión 
digerida, muestra cargada en la columna; 2 y 3, fracciones no retenidas en la columna; 4 y 5, 
proteínas que eluyen durante el gradiente a una concentración de imidazol de 250 mM 
aproximadamente. 
 
3.1.3.3.3 Cromatografía de filtración en gel 
Debido a la gran diferencia de peso molecular que existe entre la subunidad α 
recombinante (10 kDa) y los otros dos polipéptidos (MBP-histag-subα, 54 kDa; MBP-
histag, 44 kDa), la cromatografía de exclusión molecular era una estrategia que había que 
ensayar para la purificación de la subunidad α del cyt b559. 
Como se ha mencionado en la Sección de Materiales y Métodos, tres fueron los 
tampones utilizados para esta purificación, variando la concentración y el tipo de 
detergente, para intentar encontrar una composición de tampón favorable para la 
separación. 
Primero se probó con tampón que contenía 0,05% (p/v) β-DM y se analizaron las 
fracciones obtenidas por SDS-PAGE. Se observa que las proteínas no se separan entre 
ellas y eluyen mucho antes de lo esperado por su tamaño (Fig. 42), lo que podría indicar 
que todas las proteínas estaban formando parte de partículas muy grandes por lo que 
aparecían en las primeras fracciones. Estas partículas grandes eran, probablemente, 
agregados proteicos solos o unidos a micelas de detergente. 
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Figura 42 Análisis de las fracciones obtenidas en la cromatografía de filtración en gel 
realizada con el tampón 1 por SDS-PAGE 15% (p/v) teñido con azul de Coomassie. M, 
marcadores de peso molecular; 1, proteína de fusión digerida y parcialmente purificada en 
una columna DEAE a pH 7,2 (el resultado de la cromatografía DEAE se describirá en el 
apartado 3.1.3.3.7 de Resultados), muestra cargada en la columna; 2, 3, 4, 5, 6 y 7, algunas 
de las fracciones sucesivas obtenidas en la cromatografía.  
 
En la siguiente cromatografía de exclusión molecular realizada, se usó 1% (p/v) 
Tritón X-100 en el tampón 2. El resultado obtenido tampoco fue positivo (Fig. 43). A pesar 
de observar la separación por tamaño como corresponde entre la proteína de fusión 
entera y la MBP-histag, la subunidad α no aparece en la muestra cargada en la columna. 
Después de analizar el filtrado de la muestra al concentrar y ver que la subunidad α no ha 
atravesado la membrana durante el proceso de concentración, se concluyó que a esta 
concentración de detergente la subunidad α es retenida en la membrana del 
concentrador. Con ayuda de un pincel se intentó recuperar la proteína retenida en la 
membrana, pero después de centrifugar el material recuperado (proceso imprescindible 
antes de que la muestra pueda ser cargada en la columna) se observó que la subunidad 
α se encontraba en forma de agregados en el precipitado (datos no mostrados). Al no 
poder evitar el proceso de concentración, necesario para poder llevar a cabo una 
cromatografía de este tipo, se probó una nueva purificación, disminuyendo la 
concentración de Tritón X-100 al 0,1% (p/v). 
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Figura 43 Análisis de las fracciones obtenidas en la cromatografía de filtración en gel 
realizada con el tampón 2 por SDS-PAGE 15% (p/v) teñido con azul de Coomassie. M, 
marcadores de peso molecular; 1, muestra cargada en la columna; 2, filtrado obtenido al 
concentrar la muestra para cargarla; 3, 4, 5, 6, 7 y 8, algunas de las fracciones sucesivas 
obtenidas en la cromatografía. 
 
Con una concentración de 0,1% (p/v) Tritón X-100, la separación por tamaño 
también se llevó a cabo correctamente, separándose los dos polipéptidos de mayor peso 
molecular entre sí (Fig. 44). En las fracciones recogidas no se encontró en ningún 
momento la subunidad α, pero no la habíamos perdido durante el proceso de 
concentración ya que se ve en el gel en la muestra cargada en la columna. La subunidad 
α, posiblemente, forma agregados y no pasó el prefiltro existente en este tipo de 
columnas. 
Se realizaron más pruebas variando la concentración de detergente, pero en todas 
las condiciones la proteína agregaba durante el proceso de concentración. 
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Figura 44 Análisis de las fracciones obtenidas en la cromatografía de filtración en gel 
realizada con el tampón 3 por SDS-PAGE 15% (p/v) teñido con azul de Coomassie. M, 
marcadores de peso molecular; 1, proteína de fusión digerida, muestra cargada en la 
columna; 2, 3, 4, 5, 6 y 7, algunas de las fracciones sucesivas obtenidas en la cromatografía. 
 
3.1.3.3.4 Separación por tamaño a través de membrana 
A pesar del resultado anterior, no se renunció a intentar separar la subunidad α del 
cyt b559 de la proteína de fusión sin digerir y de la MBP-histag. En el protocolo de 
cromatografía de exclusión molecular nos encontrábamos con la dificultad añadida de la 
imposibilidad de concentrar la muestra lo suficiente sin que apareciesen agregaciones, 
por eso se diseñó un experimento más sencillo intentando su separación mediante una 
membrana con un tamaño de poro de 30000 NMWL. En este protocolo la subunidad α 
debería atravesar sin problemas la membrana y formar parte del filtrado, mientras que las 
otras dos proteínas quedarían retenidas en la muestra concentrada. 
Al analizar las muestras obtenidas mediante este protocolo, se observó que la 
separación por peso molecular no funcionaba (Fig. 45). Los tres polipéptidos permanecían 
en la muestra concentrada, lo que quería decir que la subunidad α, a pesar de su 
pequeño tamaño, no era capaz de atravesar la membrana del concentrador. 
Probablemente, la proteína se encuentra formando agregados y/o parte de micelas de 
detergente, impidiendo que se comporte como le correspondería por su peso molecular. 
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Figura 45 Análisis de las muestras obtenidas en la separación por tamaño a través de 
membrana de 30000 NMWL por SDS-PAGE 15% (p/v) teñido con azul de Coomassie. M, 
marcadores de peso molecular; 1, proteína de fusión digerida; 2, filtrado obtenido (proteínas 
que atraviesan la membrana); 3, muestra concentrada (proteínas retenidas). 
 
3.1.3.3.5 Cromatografía de intercambio catiónico SP sefarosa 
En la Sección de Materiales y Métodos, se han descrito las bases de la 
cromatografía de intercambio iónico. Se utilizó una cromatografía de intercambio catiónico 
fuerte SP sefarosa en la que las proteínas que posean una carga superficial neta positiva 
quedarán retenidas en la matriz cargada negativamente. 
Una vez analizadas las fracciones de la purificación por intercambio catiónico (Fig. 
46), se observó que ninguna de las tres proteínas interaccionaban con la resina, 
encontrándose en las fracciones de material no retenido. Por lo tanto, la subunidad α, la 
proteína de fusión sin digerir y MBP-histag poseían a este pH una carga neta negativa 
con lo cual no eran capaces de quedar inmovilizadas en este tipo de columna. Había que 
probar, entonces, con una cromatografía de intercambio aniónico. 
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Figura 46 Análisis de las muestras obtenidas en la cromatografía de intercambio catiónico 
por SDS-PAGE 15% (p/v) teñido con azul de Coomassie. M, marcadores de peso molecular; 
1, proteína de fusión digerida, muestra cargada en la columna; 2, fracción no retenida en la 
columna; 3, 4, 5 y 6, fracciones sucesivas recogidas del lavado con tampón de equilibrado. 
 
3.1.3.3.6 Cromatografía de intercambio aniónico Q sefarosa 
 Se realizó una cromatografía de intercambio aniónico fuerte (Q sefarosa). Al 
analizar las fracciones recogidas, se observó que las tres proteínas quedan retenidas en 
esta columna de intercambio aniónico, ya que se encuentran en las fracciones obtenidas 
durante el gradiente aunque todos los polipéptidos se comportan de la misma manera y 
coeluyen aproximadamente a 200 mM de sal (datos no mostrados). 
3.1.3.3.7 Cromatografía de intercambio aniónico DEAE 
En vista del resultado de la cromatografía anterior, una cromatografía de 
intercambio aniónico podría funcionar para separar la subunidad α del cyt b559 de la 
proteína de fusión sin digerir y de la MBP-histag. Con un intercambiador fuerte, como la Q 
sefarosa, las proteínas quedaban retenidas pero no se separaban durante el gradiente. 
Así que se decidió cambiar a DEAE, un intercambiador aniónico débil, para intentar 
aumentar la selectividad del método de purificación y poder jugar con las condiciones de 
pH. 
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Figura 47 Análisis de las muestras obtenidas en las distintas cromatografías de intercambio 
aniónico débil Toyopearl TSK DEAE-650S por SDS-PAGE 15% (p/v) teñido con azul de 
Coomassie. A, cromatografía a pH 7,2; M, marcadores de peso molecular; 1, muestra 
cargada en la columna; 2, fracción no retenida en la columna; 3, proteínas eluidas durante el 
lavado; 4, 5, 6, 7, 8 y 9, fracciones recogidas en el gradiente de sal. B, cromatografía a pH 
6,5; M, marcadores de peso molecular; 1, muestra cargada en la columna; 2, fracción no 
retenida en la columna; 3, proteínas eluidas durante el lavado; 4, 5 y 6, fracciones recogidas 
en el gradiente de sal donde aparece la subunidad α del cyt b559. C, cromatografía a pH 8,2; 
M, marcadores de peso molecular; 1, muestra cargada en la columna; 2, fracción no retenida 
en la columna; 3, 4 y 5, fracciones obtenidas en el gradiente de sal a una concentración 
aproximada de 125 mM NaCl; 6 y 7, fracciones recogidas en torno a 250 mM NaCl en las 
que aparece la subunidad α del cyt b559.  
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En el análisis por SDS-PAGE de la purificación efectuada a pH 7,2 (Fig. 47A), se 
observó que tanto en la fracción no retenida como en la correspondiente al lavado con 
tampón de equilibrado se eliminó gran parte de la MBP-histag pero con el gradiente de sal 
no se consiguieron separar los otros dos polipéptidos, la subunidad α del cyt b559 aparece 
en las mismas fracciones que la proteína de fusión sin digerir. 
Analizando las fracciones obtenidas en la cromatografía realizada a pH 6,5 (Fig. 
47B), se observó que los resultados no se diferenciaban mucho de los logrados a pH 7,2. 
Aunque aparentemente a pH 6,5 las fracciones que contenían la subunidad α se 
encontraban contaminadas en menor medida con la proteína de fusión sin digerir, debido 
a una mayor extensión de la digestión con la proteasa en ese experimento en concreto y, 
por lo tanto, se había partido de una muestra que contenía de por sí una cantidad menor 
de proteína de fusión sin digerir. El perfil cromatográfico conseguido a pH 8,2 (Fig. 47C) 
también era similar a los anteriores, quizá se conseguía enriquecer un poco más las 
fracciones en la subunidad α que en las obtenidas a los otros pH. 
Después de todos los protocolos realizados para conseguir obtener la subunidad α 
del cyt b559 purificada a homogeneidad, sólo hemos sido capaces de lograrlo de forma 
parcial. Consideramos que el mejor resultado obtenido fue después de realizar una IMAC, 
seguida de una digestión con Trombina (22 ºC, 30 h, 10 unidades de proteasa/mg de 
proteína de fusión) y, finalmente, una cromatografía de intercambio aniónico con DEAE a 
pH 8,2, siendo fundamental en ésta última etapa partir de una muestra bien digerida. 
3.1.4 Purificación de la subunidad β del cyt b559  
A pesar de no haber conseguido expresar la proteína de fusión de la subunidad β 
del cyt b559 en gran cantidad, se intentó purificarla para poder llevar a cabo posteriormente 
la reconstitución in vitro con la subunidad α, obtenida en el apartado anterior, y hemo 
comercial. 
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La purificación de la subunidad β se basó en las mismas etapas utilizadas para la 
subunidad α y en las cuales se había obtenido un resultado mejor, ya que las dos 
subunidades no se diferencian mucho en cuanto a sus propiedades bioquímicas. 
3.1.4.1 Cromatografía IMAC 
Al igual que la proteína de fusión con la subunidad α, la construcción de la 
subunidad β también posee una cola de seis histidinas, por lo que la primera 
cromatografía utilizada fue una cromatografía de afinidad de unión a Ni2+, como en el 
caso anterior. 
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Figura 48 Análisis de la cromatografía IMAC de la proteína de fusión MBP-histag-subβ por 
SDS-PAGE 12% (p/v) teñido con azul de Coomassie. M, marcadores de peso molecular; 1, 
muestra cargada en la columna, fase soluble filtrada del extracto de bacterias que 
sobreexpresan MBP-histag-subβ; 2, fracción de proteínas no retenidas en la columna; 3, 
proteínas que se eluyen en el lavado con 5 mM imidazol; 4 y 5, fracciones en las que 
aparece la proteína de fusión MBP-histag-subβ. La punta de flecha roja (◄) corresponde a 
la proteína de fusión MBP-histag-subβ (49 kDa). 
 
El resultado obtenido para esta proteína de fusión (Fig. 48) era muy parecido al 
conseguido para la proteína de fusión con la subunidad α, ya que la mayoría de proteínas 
endógenas de la bacteria no interaccionaban con la resina o lo hacían débilmente ya que 
aparecían tanto en la fracción no retenida como en los lavados con tampón de equilibrado 
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antes del gradiente de imidazol. Entre esas proteínas que conseguimos discriminar de 
nuestra muestra, se encuentra la proteína endógena que tenía el mismo peso molecular 
aparente que la proteína de fusión de la subunidad β y que dificultaba el seguimiento por 
SDS-PAGE de la expresión de ésta. 
La proteína de fusión era eluida a una concentración aproximada de imidazol de 
250 mM al igual que ocurría con la otra subunidad, aunque en una concentración menor, 
debido a que la extensión de la sobreexpresión de la proteína de fusión con la subunidad 
β de la que partimos no era comparable con la obtenida para la subunidad α. Los únicos 
contaminantes importantes en las fracciones que contenían la subunidad β eran proteínas 
truncadas o degradaciones de la proteína de fusión que poseían la cola de histidinas y, 
por lo tanto, interaccionan con el metal al igual que la proteína de fusión completa. 
3.1.4.2 Digestión con Trombina 
Una vez separada la proteína de fusión de la mayoría de las proteínas de la fase 
soluble del extracto celular, ésta se sometió a la digestión con Trombina para poder 
liberar la subunidad β del resto de la proteína. Las fracciones de la cromatografía IMAC 
que contenían la proteína de fusión se digirieron a 22 ºC durante 30 h con 10 unidades de 
proteasa/mg de proteína de fusión. 
Debido al pequeño tamaño de la subunidad β y a que no se tiñe bien con azul de 
Coomassie (Cramer y col., 1986), tuvimos que recurrir a partir de este momento a la 
tinción con plata (más sensible) para poder visualizarla en geles de poliacrilamida. Ya 
habíamos observado anteriormente con la subunidad α la dificultad para analizar estas 
proteínas tiñendo con azul de Coomassie. Esta tinción se basa en la unión del colorante a 
las proteínas y la extensión de coloración depende en gran medida del peso molecular de 
las mismas. Debido al pequeño tamaño de ambas subunidades (subunidad α, 10 kDa; 
subunidad β, 5 kDa), su tinción con Coomassie es baja y no se puede comparar 
visualmente en un gel teñido con este colorante la concentración de éstas con la de otras 
proteínas de un peso molecular mucho mayor. 
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Figura 49 Análisis de la digestión con Trombina de la proteína de fusión MBP-histag-subβ por 
SDS-PAGE 15% (p/v) teñido con plata. M, marcadores de peso molecular; 1, proteína de 
fusión sin digerir; 2, proteína de fusión digerida con Trombina a 22 ºC durante 30 h. La punta 
de flecha verde (◄) señala la subunidad β del cyt b559 (5 kDa), la punta de flecha roja (◄) 
corresponde a la proteína de fusión completa (49 kDa) y la punta de flecha azul (◄) señala 
el resto MBP-histag (44 kDa). 
 
Al igual que ocurría en la digestión con Trombina de la proteína de fusión con la 
subunidad α, al digerir MBP-histag-subβ con esta proteasa la digestión no era completa 
(Fig. 49), una pequeña cantidad de proteína de fusión permaneció sin digerir. 
3.1.4.3 Cromatografía de intercambio aniónico débil en DEAE 
Después de haber liberado la subunidad β del cyt b559 de la proteína de fusión, se 
procedió a su purificación mediante una cromatografía de intercambio aniónico DEAE a 
pH 6,5, para intentar separarla de las otras proteínas mayoritarias (MBP-histag-subβ y 
MBP-histag) presentes en la muestra digerida. Como se observó al analizar las fracciones 
obtenidas en la cromatografía (Fig. 50), la muestra tenía un comportamiento similar a la 
otra subunidad ante esta cromatografía. Se conseguía eliminar de la muestra gran parte 
de la proteína de fusión digerida (MBP-histag) mientras que la proteína de fusión 
completa se comportaba como la subunidad β libre.  
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Debido al marcado carácter hidrofóbico de la subunidad β y a que con la subunidad 
α nos habíamos encontrado con inconvenientes en su purificación por su hidrofobicidad, 
no se realizaron otros protocolos para mejorar la purificación de la subunidad β, porque 
íbamos a tener presumiblemente incluso más dificultades que con la otra subunidad. Hay 
que recordar que la subunidad α tiene un tamaño mayor y, además, posee una parte 
soluble en el extremo C-terminal, mientras que la subunidad β prácticamente está 
insertada en la membrana en su totalidad. 
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Figura 50 Análisis de la cromatografía de intercambio aniónica DEAE de la muestra digerida 
de MBP-histag-subβ por SDS-PAGE 15% (p/v) teñido con plata. M, marcadores de peso 
molecular; 1, muestra cargada en la columna, digerida con Trombina; 2, fracción de 
proteínas no retenidas en la columna y que eluyen en el lavado de tampón de equilibrado; 3, 
4 y 5, fracciones del gradiente en las que aparece la MBP-histag (aproximadamente 125 mM 
NaCl); 6, 7, 8 y 9, fracciones del gradiente en las que aparece la subunidad β del cyt b559 
(aproximadamente 250 mM NaCl). La punta de flecha verde (◄) señala la subunidad β del 
cyt b559 (5 kDa), la punta de flecha roja (◄) corresponde a la proteína de fusión completa (49 
kDa) y la punta de flecha azul (◄) señala el resto MBP-histag (44 kDa). 
 
Se realizó un experimento de reconstitución in vitro con hemo comercial a pesar de 
no haber podido obtener las subunidades purificadas a homogeneidad y de la poca 
concentración conseguida de éstas. No fue posible observar la reconstitución, debido, 
probablemente, a la poca cantidad de proteína presente. El protocolo hasta lograr las 
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subunidades purificadas parcialmente era muy laborioso y, además, no era posible 
congelar las muestras obtenidas, ya que al congelar agregaban con mucha facilidad, 
aunque se añadieran agentes crioprotectores. Así que se decidió cambiar la estrategia de 
expresión utilizando el vector pMAL-c2X. 
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3.2 SOBREEXPRESIÓN EN E. coli DE LAS SUBUNIDADES DEL cyt b559 DE 
REMOLACHA CLONADAS EN EL VECTOR DE EXPRESIÓN pMAL-c2X. 
PURIFICACIÓN Y RECONSTITUCIÓN IN VITRO A PARTIR DE CUERPOS DE 
INCLUSIÓN DE AMBAS SUBUNIDADES 
Después de los resultados obtenidos en el apartado 3.1 se decidió utilizar como 
vector de expresión el plásmido pMAL-c2X, el cual a diferencia del vector modificado 
carecía de la cola de histidinas. Con el vector modificado no se había obtenido un alto 
nivel de sobreexpresión de la proteína de fusión de la subunidad β del cyt b559 de 
remolacha por lo que se decidió utilizar el pMAL-c2X, que ya había sido empleado 
anteriormente para la sobreexpresión de la subunidad β de Synechocystis PCC 6803 
(Prodohl y col., 2005). En esta ocasión, en lugar de intentar obtener las subunidades de 
forma soluble como en el objetivo anterior, se renaturalizaron las proteínas de fusión a 
partir de los cuerpos de inclusión para posteriormente realizar una reconstitución in vitro 
con las dos subunidades.  
3.2.1 Sobreexpresión de las proteínas de fusión de las subunidades MBP-Rsubα y 
MBP-Rsubβ en E. coli 
La sobreexpresión de la proteína de fusión de cada subunidad del cyt b559 con el 
vector pMAL-c2x se realizó en la cepa E. coli TB1, siguiendo las condiciones de inducción 
utilizadas para la subunidad β de Synechocystis PCC 6803 (Prodohl y col., 2005). La 
inducción para las dos proteínas de fusión se realizó a 37 ºC durante 3 h añadiendo una 
concentración de inductor de 0,5 mM IPTG. 
Como se observa en la Fig. 51 la sobreexpresión de ambas subunidades era visible 
en SDS-PAGE, representando la proteína de fusión un 30-40% de la proteína total del 
extracto celular. Remarcar que era la primera vez que se podía observar mediante tinción 
con azul de Coomassie la sobreexpresión de la subunidad β, ya que en el estudio de la 
expresión de la proteína de fusión procedente del vector modificado no se había obtenido 
una gran expresión. Además, no interfieren proteínas del mismo peso molecular 
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endógenas de la bacteria, como ocurría en la expresión de la proteína de fusión con la 
cola de histidinas. La sobreexpresión es ligeramente superior en el caso de la proteína de 
fusión de la subunidad α que para la subunidad β. 
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Figura 51 Análisis de la expresión de las proteínas de fusión MBP-Rsubα y MBP-Rsubβ en E. 
coli TB1 a 37 ºC, 3 h, 0,5 mM IPTG por SDS-PAGE 12% (p/v) teñido con azul de 
Coomassie. M, marcadores de peso molecular; 1, extracto celular de bacterias que expresan 
la proteína MBP-Rsubβ; 2 y 3, sobrenadante y sedimento del extracto de las bacterias que 
expresan la MBP-Rsubβ; 4, extracto celular de bacterias que expresan la proteína MBP-
Rsubα; 5 y 6, sobrenadante y sedimento del extracto celular de las bacterias que expresan 
la MBP-Rsubα; 7, extracto celular de bacterias sin transformar (control). La punta de flecha 
roja (◄) señala la proteína de fusión de la subunidad β del cyt b559 de remolacha (47 kDa) y 
la punta de flecha azul (◄) señala la proteína de fusión de la subunidad α del cyt b559 de 
remolacha (52 kDa). 
 
Ambas proteínas de fusión se expresan tanto de forma soluble como insoluble (Fig. 
51). MBP-Rsubβ es más abundante en la fracción soluble del extracto celular mientras 
que MBP-Rsubα aparece en una concentración similar en ambas fracciones. 
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3.2.2 Purificación mediante intercambio aniónico SOURCE 15Q de las proteínas de 
fusión y reconstitución in vitro 
El cultivo bacteriano inducido para cada proteína de fusión fue sonicado y 
centrifugado, obteniendo el material insoluble como sedimento que contenía los cuerpos 
de inclusión. Este sedimento se lavó con 1% (p/v) de Tritón X-100 y se centrifugó. Los 
cuerpos de inclusión resultantes se resuspendieron en tampón de desnaturalización. A 
continuación, la muestra fue cargada en la cromatografía de intercambio aniónico fuerte 
SOURCE 15Q cuyas propiedades han sido descritas en la Sección de Materiales y 
Métodos. La utilización de este tipo de resina ya había sido descrita con buenos 
resultados para la proteína de fusión de la subunidad β de Synechocystis PCC 6803 
(Prodohl y col., 2005). Mediante esta cromatografía, la MBP-Rsubβ (Fig 52A) se obtuvo 
altamente pura. Como se observa en el gel, en la muestra cargada en la columna 
aparecían dos proteínas mayoritarias, MBP-Rsubβ y otra a un peso molecular aparente 
de unos 40 kDa, que eluía al lavar con tampón con 25 mM de NaCl. Después de varias 
optimizaciones del gradiente, la proteína de fusión MBP-Rsubβ se encontró en las 
fracciones del gradiente de aproximadamente 50 mM NaCl. 
Para conseguir purificar la MBP-Rsubα por el mismo tipo de cromatografía fueron 
necesarias dos purificaciones consecutivas. En la primera con un gradiente de sal de 50 a 
250 mM (Fig. 52B), la MBP-Rsubα eluía a una concentración aproximada de 100 mM 
NaCl pero contaminada con otras proteínas. Al hacer una segunda columna eluyendo con 
un gradiente más ajustado de 75 a 215 mM NaCl, se consiguió obtener esta proteína de 
fusión con alta pureza.  
Una vez que se lograron obtener las proteínas de fusión de las dos subunidades 
purificadas, se llevó a cabo un experimento de reconstitución in vitro del cyt b559. La 
reconstitución a partir de estas proteínas de fusión se realizó con urea como agente 
desnaturalizante mediante diálisis, disminuyendo progresivamente la concentración en la 
muestra de ésta y mezclando aproximadamente cantidades equimolares de ambas 
subunidades con hemo comercial. 
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Figura 52 Análisis de las cromatografías con SOURCE 15Q de las proteínas de fusión de las 
subunidades del cyt b559 por SDS-PAGE 12% (p/v) teñido con azul de Coomassie. A, 
fracciones obtenidas en la purificación de MBP-Rsubβ; M, marcadores de peso molecular; 1, 
cuerpos de inclusión purificados, muestra cargada en la columna; 2, material insoluble 
eliminado por centrifugación antes de cargar; 3, proteínas eluidas durante el lavado; 4, 5, 6 y 
7, fracciones obtenidas durante el gradiente en las que aparece MBP-Rsubβ a 
aproximadamente 50 mM NaCl. B, fracciones obtenidas en la primera purificación de MBP-
Rsubα; M, marcadores de peso molecular; 1, cuerpos de inclusión purificados, muestra 
cargada en la columna; 2, proteínas eluidas durante el lavado; 3, 4, 5, 6 y 7, fracciones 
obtenidas durante el gradiente en las que aparece MBP-Rsubα a aproximadamente 100 mM  
NaCl. C, fracciones obtenidas en la segunda purificación de MBP-Rsubα; M, marcadores de 
peso molecular; 1, material procedente de la etapa anterior y cargado en la columna; 2 y 3, 
proteínas eluidas durante el lavado. 4, 5, 6 y 7, fracciones obtenidas durante el gradiente en 
las que aparece MBP-Rsubα a aproximadamente 70 mM NaCl. 
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Figura 53 Espectros de absorción UV-Vis de la reconstitución in vitro del cyt b559. A, 
espectros oxidado (—) y reducido (--) del grupo hemo comercial en el tampón de 
reconstitución. B, espectro diferencial reducido menos oxidado del grupo hemo comercial en 
el tampón de reconstitución. C, espectros oxidado (—) y reducido (- -) de la reconstitución 
del cyt b559. D, espectro diferencial reducido menos oxidado de la reconstitución del cyt b559. 
 
Las formas de los espectros correspondientes al hemo en solución (Fig. 53A/B) 
eran similares a las que se obtendrían con cualquier cyt b. En los espectros de la 
reconstitución del cyt b559 (Fig. 53C/D) había un marcado solapamiento entre las bandas β 
y α debido a la anchura de esta última y, además, el máximo de esta banda α se 
encontraba desplazado hacia longitudes de onda mayores. Si para el cyt b559 el máximo 
de la banda α está a 559 nm, en el espectro diferencial de la reconstitución estaba a 562-
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563,5 nm. Este desplazamiento del máximo podría ser provocado por la presencia en la 
reconstitución de hemo libre que no se hubiera unido a las subunidades, cuyo máximo de 
la banda α es a 566 nm. Por lo tanto, la banda α que se observa en el espectro diferencial 
de la reconstitución sería un reflejo de la mezcla entre el cyt b559 reconstituido 
correctamente y hemo libre. Se pensó que la presencia de hemo libre podría ser debida a 
la limitación en la concentración de las proteínas de fusión. El proceso era largo y las 
proteínas debían estar mucho tiempo en presencia de urea para llevar a cabo la 
reconstitución. Esto podría causar un efecto irreversible de la urea y que parte de la 
proteína utilizada en la reconstitución no estuviera disponible realmente para su 
renaturalización, de ahí el bajo rendimiento y la presencia de hemo libre en exceso. 
Además, la reducida concentración de proteína inicial dificultaba su cálculo exacto, lo que 
habría provocado una sobrestimación de ésta, manifestándose en el exceso de hemo 
libre observado en los espectros. 
3.2.3 Reconstitución in vitro del cyt b559 a partir de los cuerpos de inclusión sin 
purificar 
Debido a las dificultades de cantidad de proteína observadas en el apartado 
anterior, se decidió utilizar como material de partida para la reconstitución los cuerpos de 
inclusión de cada proteína de fusión sin haberlos sometido previamente al proceso 
cromatográfico. El objetivo era disminuir al máximo la pérdida de proteína durante el 
procedimiento, hecho determinante para el éxito de la reconstitución. Se realizaron aquí 
dos protocolos diferentes de reconstitución, que se compararon entre sí para decidir cuál 
era el más conveniente. 
3.2.3.1 Reconstitución in vitro del cyt b559 mediante diálisis 
La reconstitución in vitro mediante diálisis se llevó a cabo como se describe en el 
apartado anterior, pero a partir de los cuerpos de inclusión sin purificar (lavados 
únicamente con tampón con Tritón X-100). 
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Figura 54 Espectros de absorción UV-Vis de la reconstitución in vitro del cyt b559 mediante 
diálisis, a partir de los cuerpos de inclusión sin purificar. A, espectros oxidado (—) y reducido 
(- -). B, espectro diferencial reducido menos oxidado. C, ampliación del espectro diferencial 
en la región espectral entre 500 y 600 nm. 
 
En comparación con los espectros existentes en la bibliografía del cyt b559 purificado 
de plantas (Garewal y col., 1974; Metz y col., 1983; Ortega y col., 1989), los obtenidos 
con este protocolo (Fig. 54) eran muy similares. Las tres bandas características aparecían 
diferenciadas, al contrario de lo que ocurría en el apartado anterior en el que la banda β 
se solapaba con la banda α. 
Los valores de los máximos de las bandas características son los esperados, 
estando el máximo de la banda α en torno a 559 nm (558,5 nm para el espectro reducido 
y 559,5 nm para el espectro diferencial). Se observó, sin embargo, que las bandas del 
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espectro del material reconstituido son más anchas que las del cyt b559 nativo, debido 
probablemente a la presencia de hemo libre en la muestra y/o a reconstituciones que no 
se han realizado correctamente. 
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Figura 55  Espectros de absorción diferencial UV-Vis reducido menos oxidado entre        
500–600 nm de la reconstitución in vitro del cyt b559  mediante diálisis, a partir de los cuerpos 
de inclusión sin purificar. A, tras el paso por un número diferente de columnas PD-10: 
reconstitución previa al paso por una PD-10 (—), tras una PD-10 (—), tras dos PD-10 (—), 
tras tres PD-10 (—). B, reconstitución con diferentes concentraciones de detergente: 0,15 
mM β-DM (—), 0,6 mM β-DM (—), 1 mM β-DM (—), 2 mM β-DM (—). 
 
Se realizaron, además, varios estudios para optimizar el protocolo de reconstitución 
(Fig. 55). Por un lado, el paso del material reconstituido por columnas PD-10 para eliminar 
el hemo libre presente en la muestra disminuye la absorbancia en la zona entre 560 y 600 
nm, definiéndose mejor la banda α (Fig. 55A). Como se comentó en el apartado anterior, 
el hemo libre afecta a la forma de esta zona del espectro y fue necesario someter la 
muestra a 3 cromatografías consecutivas en columnas PD-10 para eliminar la mayor parte 
del hemo libre. También se observó que la concentración de detergente era determinante 
para facilitar la eliminación del hemo libre que interfiere en los espectros. Por ello, las 
reconstituciones se llevaron a cabo a diferentes concentraciones de detergente y después 
se pasaron por tres columnas PD-10 consecutivas. Al analizar los espectros obtenidos 
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(Fig. 55B) se percibió que una menor concentración de detergente favorecía la 
eliminación del hemo libre, debido, posiblemente, a una menor formación de micelas en la 
muestra, disminuyendo la probabilidad de que el hemo libre se incorpore a éstas. Así, el 
hemo libre se comportaría en las columnas PD-10 de acuerdo con su peso molecular real. 
3.2.3.2 Reconstitución in vitro del cyt b559 mediante detergente 
El segundo protocolo de reconstitución realizado con los cuerpos de inclusión sin 
purificar consistió en la renaturalización de las proteínas de fusión mediante un 
intercambio de detergente por precipitación. Los espectros de absorción de la 
reconstitución del cyt b559 obtenidos con este protocolo (Fig. 56) son prácticamente 
idénticos a los obtenidos en el apartado anterior (Fig. 54). En estos espectros se podían 
distinguir claramente tanto la banda Soret como las bandas β y α, cuyos máximos 
correspondían bien con los del cyt b559 nativo. 
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Figura 56 Espectros de absorción UV-Vis de la reconstitución in vitro del cyt b559 mediante 
detergente, a partir de los cuerpos de inclusión sin purificar. A, espectros oxidado (—) y 
reducido (- -). B, espectro diferencial reducido menos oxidado; en la parte superior se 
observa una ampliación del espectro entre 500 y 600 nm. 
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En comparación con el protocolo anterior, la reconstitución mediante detergente era 
más rápida y se obtenía un mayor rendimiento de cyt b559 reconstituido, mientras que la 
calidad de la reconstitución era similar a la obtenida mediante diálisis. Por ello, a partir de 
ese momento todos los experimentos de reconstitución se realizaron mediante el 
protocolo con detergente. 
Para poder ver si la MBP influía en los resultados obtenidos en la reconstitución del 
citocromo se realizaron renaturalizaciones con hemo comercial de cuerpos de inclusión 
que contenían únicamente la MBP. Estos cuerpos de inclusión procedían de bacterias 
transformadas con el plásmido pMAL-c2X “vacío”. Sometimos estos cuerpos de inclusión 
de la MBP al mismo protocolo que el seguido con los que contenían las proteínas de 
fusión con las subunidades del cyt b559.  
 
 
Figura 57 Espectro de absorción diferencial UV-Vis  reducido menos oxidado de la 
reconstitución in vitro de la proteína MBP con hemo comercial mediante detergente, a partir 
de los cuerpos de inclusión de la proteína sin purificar. En la parte superior se observa una 
ampliación del espectro entre 500 y 600 nm. 
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Al analizar estas renaturalizaciones de la MBP con hemo (Fig. 57), se observó que 
los espectros no eran muy distintos a los obtenidos para la reconstitución del cyt b559. Los 
espectros eran similares a los que podríamos obtener con un citocromo aunque la banda 
β no se diferenciaba bien. El máximo de la banda α aparecía a 560,5 nm, tan sólo a 1 nm 
del máximo correspondiente del cyt b559. Este resultado nos sugiere que la MBP une 
hemo aunque no sabemos si se trata de una unión específica o inespecífica. 
3.2.4 Reconstitución in vitro del cyt b559 con las subunidades purificadas 
El resultado conseguido en la renaturalización de la MBP con hemo nos mostró que 
podía interferir en las reconstituciones del cyt b559 a partir de los cuerpos de inclusión de 
las proteínas de fusión con las subunidades del citocromo, por lo que era preciso la 
liberación de ambas subunidades de sus proteínas de fusión antes de la reconstitución 
para, así, eliminar la influencia de la MBP sobre los espectros de absorción. 
Para ello los cuerpos de inclusión obtenidos se sometieron a un proceso de 
reconstitución mediante detergente antes de abordar la digestión con la proteasa y 
purificación de las proteínas del citocromo. Se pensó que si las subunidades del cyt b559 
se encontraban previamente coordinadas al hemo (como en el cyt b559 nativo), sería 
favorecida la elución conjunta en una cromatografía posterior. Después de esta primera 
reconstitución, se procedió a digerir las proteínas de fusión completas con Factor Xa para 
poder obtener las subunidades del cyt b559 aisladas y, así, intentar purificarlas. 
3.2.4.1 Purificación de las subunidades del cyt b559 por cromatografía de 
intercambio aniónico DEAE 
En un primer momento se probó la purificación con la resina SOURCE 15Q, ya que 
el resultado obtenido con ella anteriormente había sido positivo, pero en condiciones no 
desnaturalizantes no funcionó. La cromatografía elegida finalmente, después de otras 
aproximaciones, fue una cromatografía de intercambio aniónico débil DEAE. 
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Al analizar las fracciones resultantes de la cromatografía DEAE por SDS-PAGE 
(Fig. 58), se observaron, por un lado, fracciones que contenían la MBP y, por otro, 
fracciones en las que se encontraban las subunidades aisladas. 
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Figura 58 Análisis por SDS-PAGE 20% (p/v) teñido con azul de Coomassie de las fracciones 
obtenidas en la cromatografía de intercambio aniónico DEAE. M, marcadores de peso 
molecular; 1, muestra digerida con Factor Xa y cargada en la columna; 2, fracciones en las 
que aparece la MBP a 140 mM de sal aproximadamente; 3, fracciones en las que se 
encuentran las subunidades del cyt b559 a 250 mM de sal aproximadamente; 4, muestra 3 
concentrada para facilitar una mejor  visualización de las proteínas obtenidas. La punta de 
flecha verde (◄) señala la subunidad β del cyt b559 (5 kDa), la punta de flecha roja (◄) 
señala la subunidad α del cyt b559 (10 kDa) y la punta de flecha azul (◄) señala la MBP (42 
kDa). 
 
Las fracciones de las subunidades aisladas estaban contaminadas con otras 
proteínas, aunque como ya se ha comentado anteriormente con este tipo de tinción no se 
puede comparar visualmente la concentración de estos contaminantes con las de las 
subunidades del citocromo debido a la baja tinción de éstas por su pequeño tamaño, así 
como a su poca afinidad por el azul de Coomassie (Cramer y col., 1986). Por lo tanto, la 
concentración de ambas subunidades en estas fracciones era muy superior a la de los 
contaminantes. 
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Posteriormente, las fracciones que contenían las dos subunidades del cyt b559 
fueron concentradas para poder analizarlas por espectroscopia de absorción UV-Vis. El 
espectro diferencial reducido menos oxidado de las fracciones con las dos subunidades 
(Fig. 59), era similar al del cyt b559 nativo. Por consiguiente, el hemo ha permanecido 
unido a las subunidades durante la purificación y, aparentemente, en la manera 
adecuada. De hecho, durante el proceso de concentración de las fracciones de las 
subunidades ya se había observado coloración en la muestra debido a la presencia de 
hemo, mientras que las fracciones que contenían únicamente la MBP eran incoloras. 
 
Figura 59 Espectros de absorción diferencial UV-Vis reducido menos oxidado de las 
fracciones obtenidas durante la cromatografía que contenían ambas subunidades del cyt 
b559. A, espectro diferencial de las fracciones concentradas. B, ampliación del espectro entre 
500 y 600 nm. 
 
3.2.4.2 Reconstitución in vitro del cyt b559 con las subunidades purificadas 
A pesar de haber obtenido en el apartado anterior un espectro diferencial muy 
similar al cyt b559 nativo después de concentrar las fracciones que incluían las dos 
subunidades, no existía una correspondencia entre la concentración de cyt b559 
reconstituido calculada a partir del coeficiente de extinción del espectro diferencial con la 
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concentración de las subunidades a nivel proteico presentes en la muestra. Así que se 
procedió a añadir a la muestra concentrada una cantidad de hemo adicional por si parte 
de éste se había desprendido de las subunidades proteicas durante la purificación. A 
continuación, la muestra se pasó por tres columnas PD-10 para eliminar el hemo libre. 
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Figura 60 Espectros de absorción UV-Vis de la reconstitución in vitro del cyt b559 después de 
la purificación de sus subunidades añadiendo más hemo a la muestra. A, espectros oxidado 
(—) y reducido (- -) de la reconstitución. B, espectro diferencial reducido menos oxidado. C, 
ampliación del espectro diferencial entre 500 y 600 nm. 
 
Los espectros que se obtuvieron después de las columnas PD-10 se pueden 
observar en la Fig. 60, siendo análogos a los del cyt b559 nativo. Los máximos de las 
bandas características corresponden a los del cyt b559 excepto el máximo de la banda 
Soret que se encuentra desplazado de 413 nm a 407 nm en el espectro oxidado (Fig. 
Resultados 
129 
60A). Además, en el espectro diferencial (Fig. 60C) la banda α no está tan definida como 
en el espectro de las fracciones recogidas en la cromatografía DEAE (Fig. 59B). Esto 
podría ser debido probablemente a una mayor presencia de hemo libre. La forma del 
espectro entre 560 y 600 nm confirma este hecho ya que la presencia de hemo libre 
afecta considerablemente en esa zona espectral, como ya se ha comentado 
anteriormente. A pesar de este inconveniente, la concentración de cyt b559 reconstituido 
presente en la muestra había aumentado considerablemente con respecto al obtenido en 
las fracciones de la purificación. 
Al igual que en el apartado 3.2.2 se realizaron experimentos con la proteína MBP 
para comprobar si los espectros obtenidos con ella en esa ocasión habían sido debidos a 
la unión inespecífica del hemo o no. A las fracciones recogidas en la cromatografía DEAE 
que contenían la MBP se les aplicó el mismo protocolo que el seguido con las fracciones 
que contenían las subunidades del cyt b559. Hay que remarcar que las fracciones de la 
cromatografía que únicamente contenía la MBP eran incoloras, por lo que la MBP no 
había unido el grupo hemo muy fuertemente durante la anterior reconstitución. Los 
espectros de las fracciones de la MBP (Fig. 61A) presentaron una apariencia similar a los 
que habíamos obtenido para esta proteína en el caso anterior, parecida a la de un 
citocromo. Pero igual que anteriormente, la banda β no se distinguía, debido a que la 
amplitud de la banda α era muy grande y el máximo de ésta se encontraba desplazado a 
561 nm. A la vista del resultado, se decidió someter al mismo protocolo a una proteína 
comercial de referencia como la albúmina bovina (BSA). Como se observó en el espectro 
diferencial obtenido de la mezcla de la BSA con hemo y después de pasar la mezcla por 
tres columnas PD-10 (Fig. 61B), el comportamiento era parecido al de la MBP. Así que se 
podría pensar que los espectros que se obtenían para la proteína MBP cuando se le 
añadía hemo no estaban causados por la coordinación de un aminoácido determinado 
con el hemo, como ocurre con el cyt b559, sino a una unión inespecífica como ocurre con 
la BSA. 
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Figura 61 Espectros de absorción diferencial UV-Vis reducido menos oxidado después de 
añadir hemo a las muestras. A, fracciones recogidas durante el gradiente de la 
cromatografía que contenían la MBP. B, BSA comercial. 
 
A continuación, se quiso estudiar el comportamiento ante la purificación y  
reconstitución de las dos subunidades del cyt b559 por separado. En lugar de combinar los 
cuerpos de inclusión de la sobreexpresión de las proteínas de fusión de ambas 
subunidades, se realizó el protocolo con cada subunidad independientemente. 
Ya había habido algunos estudios previos de la homodimerización in vitro de la 
subunidad β del cyt b559 de Synechocystis PCC 6803 (Prodohl y col., 2005) con resultados 
muy similares al cyt b559 nativo. Los espectros redox obtenidos tanto de la reconstitución 
con la subunidad α (αα) como los de la subunidad β (ββ) (Fig. 62) fueron aparentemente 
muy similares a los correspondientes a la reconstitución con las dos subunidades 
(reconstitución del cyt b559, αβ). 
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Figura 62 Espectros de absorción UV-Vis de la reconstitución in vitro de las subunidades del 
cyt b559 por separado. A y B, espectros de la reconstitución in vitro de la subunidad α: A, 
espectros oxidado (—) y reducido (- -); B, espectro diferencial reducido menos oxidado, en la 
parte superior se observa ampliación del espectro en la región espectral entre 500 y 600 nm. 
C y D, espectros de la reconstitución in vitro de la subunidad β: C, espectros oxidado (—) y 
reducido (- -); D, espectro diferencial reducido menos oxidado, en la parte superior se 
observa ampliación del espectro. 
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Figura 63 Comparación de los espectros de absorción diferencial UV-Vis reducido menos 
oxidado de la reconstitución in vitro de las subunidades del cyt b559 por separado. A, 
espectros diferenciales en el rango de 400 y 700 nm. B, ampliación de los espectros en la 
región entre 500 y 600 nm. Reconstitución del cyt b559 con ambas subunidades (—), 
únicamente con la subunidad α (—), únicamente con la subunidad β (—). 
 
Comparando los espectros de la reconstitución de los dos homodímeros con los de 
una reconstitución con las dos subunidades del cyt b559 (Fig. 63), se observan algunas 
diferencias al normalizar los espectros respecto a la concentración inicial de proteína. 
Como se aprecia en los espectros, la subunidad α tiene una menor capacidad de 
homodimerización que la subunidad β. El espectro obtenido en la reconstitución con la 
subunidad β es similar al obtenido para la reconstitución con las dos subunidades, 
mientras que en el caso de la subunidad α la diferencia de absorbancia es mucho menor. 
En la ampliación del espectro diferencial de las distintas reconstituciones (Fig. 63B) 
observamos que los homodímeros α y β tienen la banda α más distorsionada a ambos 
lados que la reconstitución αβ, debido probablemente a una mayor presencia de hemo 
libre o a una mayor heterogeneidad en dichas muestras. 
Como se ha mencionado en la Introducción, el gen psbF de algunas especies de 
plantas posee un sitio de “RNA-editing” en la posición 26 que transforma el codón 
codificante para serina en uno que codifica para fenilalanina, aminoácido conservado en 
el resto de organismos. El gen psbF de remolacha tiene este sitio de modificación por lo 
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que en la planta se produce cambio de codón, mientras que en nuestras condiciones de 
sobreexpresión en E. coli no es posible el “RNA-editing” ya que la bacteria carece de la 
maquinaria necesaria para llevar a cabo este procesamiento (Maier y col., 1996; Sasaki y 
col., 2001). 
Con el fin de saber si la no modificación de este codón afectaba en algo a la 
reconstitución y si el mantenimiento en la secuencia de aminoácidos de la serina 
perjudicaba en algo las propiedades espectroscópicas del cyt b559 reconstituido, 
realizamos una reconstitución mezclando la subunidad α de remolacha junto con la 
subunidad β de maíz. El gen psbF de maíz tiene codificada ya en la secuencia de DNA la 
fenilalanina en la posición 26.  
El análisis de los espectros de absorción UV-Vis (Fig. 64) reveló que no existían 
diferencias espectroscópicas entre la reconstitución in vitro del cyt b559 mezclando la 
subunidad β de maíz y la subunidad α de remolacha, con la reconstitución con ambas 
subunidades de remolacha. Las bandas características que aparecen son las del cyt b559 
nativo y sus máximos se corresponden con los obtenidos en las reconstituciones 
anteriores. El rendimiento obtenido para esta reconstitución mixta también es del mismo 
orden que el calculado en la reconstitución con ambas subunidades de remolacha.  
Con estos datos podemos decir que ambas reconstituciones in vitro son 
prácticamente equivalentes y que la presencia o no de la fenilalanina en la posición 26 no 
influye ni en la calidad ni en el rendimiento de la reconstitución. 
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Figura 64 Espectros de absorción UV-Vis de la reconstitución in vitro del cyt b559 (subunidad 
α de remolacha / subunidad β de maíz). A, espectros oxidado (—) y reducido (- -). B, 
espectro diferencial reducido menos oxidado, en la parte superior se observa la ampliación 
del espectro en la región entre 500 y 600 nm. C, comparación del espectro diferencial entre 
diferentes experimentos de reconstitución, en la parte superior se muestra una ampliación 
de la zona del espectro entre 500 y 600 nm; reconstitución del cyt b559 con ambas 
subunidades de remolacha (—); con la subunidad α de remolacha y la subunidad β de maíz 
(—). 
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3.2.4.2.1 Resonancia Paramagnética Electrónica 
La reconstitución del cyt b559 fue analizada por EPR continuo (CW-EPR) e inducido 
por eco de dos pulsos (ei-EPR 2p). Para la realización de este tipo de estudios se 
utilizaron muestras con una concentración aproximada de 18 µM de cyt b559 reconstituido 
in vitro, correspondientes a la mezcla de las dos subunidades de remolacha con hemo 
comercial aisladas y purificadas por DEAE (Fig. 60). 
En el espectro de CW-EPR (Fig. 65) se observaron varias características 
principales: una señal a 1150 gauss (gef ≈ 6,0), otra en torno a 1600 gauss (gef ≈ 4,3) y 
otra a 3480 gauss (gef ≈ 2,0). La segunda de estas señales es la más intensa del 
espectro, pero es debida a hierro no hemínico procedente bien de una contribución 
exógena a la muestra o de la degradación del grupo hemo. 
El espectro presentó, además, otro tipo de señales asociadas con hemo de bajo 
espín (LS), en las posiciones 2340 gauss (gef ≈ 2,96), 2790 gauss (gef ≈  2,49) y 3040 
gauss (gef ≈ 2,28). En la zona del espectro por encima de 3500 gauss no se podría 
asegurar la presencia de señales adicionales, pues las señales son tan débiles que son 
enmascaradas por contribuciones de la línea base de la cavidad de EPR. 
Las señales en gef ≈ 6,0 y gef ≈ 2,0 estarían relacionadas con hemo de alto espín 
(HS). Aunque existe un debate sobre si el cyt b559 puede presentar formas HS, la mayoría 
de los datos presentes en la literatura indican que fundamentalmente aparece en forma 
de bajo espín (Babcock y col., 1985; Shuvalov y col., 1995; Stewart y col., 1998a; Garcia-
Rubio y col., 2003; Yruela y col., 2003). Las señales de HS asociadas a cyt b559 que se 
indican en la literatura suelen ser muy minoritarias respecto a la forma LS en cuanto al 
número de espines y en muchos casos se pueden asociar a cantidades residuales de 
heterogeneidad de los centros hemo (Babcock y col., 1985) o a una distorsión en la 
coordinación de éste (Kropacheva y col., 2003). Debido a la distinta naturaleza de las 
señales correspondientes, la relación entre la altura de la señal de EPR y la concentración 
de centros hemo es muy distinta para HS y LS.  
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Figura 65  Espectro de CW-EPR de la muestra de cyt b559 reconstituido in vitro. En la esquina 
superior se muestra una ampliación de la zona recuadrada en el espectro completo. Los 
valores de gef asociados con señales de hemo de LS se han marcado con asteriscos y el 
resto de los valores de gef se señalan con flechas. 
 
En general, para la misma concentración de centros hemo, la señal de EPR para la 
forma HS aparece mucho más intensa en el espectro que la forma LS. Así que, si no se 
realiza una cuantificación, los estudios tienden a sobreestimar la concentración de centros 
HS en la muestra. En el espectro CW-EPR obtenido para la muestra de cyt b559 
reconstituido in vitro (Fig. 65), la altura de la señal gef ≈ 6,0 parece predominante en el 
espectro, pero por lo que se ha comentado anteriormente el resultado es que la 
concentración de centros HS y LS en la muestra es muy similar. Teniendo en cuenta la 
composición de la muestra de cyt b559 reconstituido, la señal HS podría estar asociada a 
formas distorsionadas de unión entre las subunidades α y β con hemo o con otros tipos 
de centros formados por el hemo introducido para la reconstitución.  
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La señal en gef ≈ 2,0 podría tener también contribuciones adicionales de especies 
radicalarias presentes en la muestra. 
La señal obtenida a 3040 gauss (gef ≈ 2,28) presenta una forma peculiar en la parte 
del campo más alto. Por su comparación con el espectro CW-EPR del cyt b559 y teniendo 
en cuenta los centros hemo asociados a las distintas señales, podemos suponer que esta 
forma se debe a la presencia de una señal adicional, menos intensa en gef ≈ 2,26. 
Se realizaron posteriormente experimentos de ei-EPR 2p para conseguir obtener 
una mayor información. Esta técnica consiste en detectar el eco de espín de dos pulsos 
mientras se realiza un barrido en campo magnético. El resultado es un espectro 
semejante a lo que sería un CW-EPR en absorción (no en primera derivada como suelen 
obtenerse los espectros de CW-EPR). En trabajos previos en la literatura (Garcia-Rubio y 
col., 2006), los experimentos de ei-EPR han sido utilizados para detectar características 
del espectro de EPR de especies hemo LS cuya anchura impedía su detección mediante 
CW-EPR, especialmente las señales en la zona del campo mayor de 3500 gauss. Se 
realizaron experimentos de ei-EPR con diferentes valores de espacio entre los pulsos (τ), 
para los que las variaciones de intensidad debidas a la modulación cambian. Hay que 
destacar que sólo las especies paramagnéticas para las que se produce eco de espín en 
las condiciones experimentales contribuyen al espectro de ei-EPR, por lo que señales que 
se detectan mediante CW-EPR pueden ser muy débiles o no aparecer en los espectros 
de ei-EPR. 
En la figura (Fig. 66) se observa el experimento realizado de ei-EPR 2p para la 
muestra de cyt b559 reconstituido. En la misma figura (Fig. 66A) se representa el espectro 
de CW-EPR en la misma región de campo magnético, como comparación. La 
característica más importante del espectro de ei-EPR ocupa la zona entre 2900 y 3500 
gauss, con un máximo en torno a 3350 gauss (gef ≈ 2,08); se marca con un punto en la 
figura. Esta señal no corresponde a ninguna de las detectadas en CW-EPR. Por su forma 
y posición, lo más probable es que se deba a una especie de Cu (II), sin relación con el 
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grupo hemo. Pese a la intensidad en el espectro, debida a la poca anisotropía de la señal, 
esta impureza de cobre es seguramente muy minoritaria, además, no se detecta en los 
experimentos de CW-EPR, bien porque no está resuelta sobre el ruido, o probablemente 
porque a 15K y con la potencia de microondas utilizada, la señal está saturada. 
En los espectros de ei-EPR, además de observar algunas señales que ya aparecían 
en CW-EPR, se apreciaron dos señales por encima de 3500 gauss que por su anchura no 
eran visibles en el CW-EPR, una en gef ≈ 1,91 y otra en gef ≈ 1,4. 
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Figura 66 Espectros EPR de cyt b559 reconstituido in vitro. A, espectro de ei-EPR 2p para τ 
de 96 ns, en la parte inferior se muestra el espectro de CW-EPR para la misma muestra 
como comparación; el punto (●) marca la posición de la señal de gef ≈ 2,08, probablemente 
asociada a una especie de Cu (II). B, espectro de ei-EPR 2p para τ de 96 ns, en el que la 
señal de gef ≈ 2,08 ha sido truncada; la línea discontinua horizontal marca la línea base (eco 
nulo) para el espectro y las flechas verticales marcan los valores de gef relevantes.  
 
Los experimentos de EPR realizados con la muestra de cyt b559 reconstituido in vitro 
indicarían la presencia de al menos dos formas diferentes de hemo LS. La primera similar 
a la del cyt b559 nativo, correspondiente a una coordinación axial bis-histidina del hemo, 
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con unos valores principales del tensor g que son gZ = 2,96, gY = 2.28 y gX = 1,4. La otra 
forma de hemo LS, con unos valores principales de gZ = 2,49, gY = 2,26 y gX = 1,91, que 
son unos valores típicos de sistemas en el que los ligandos axiales del hemo son una 
histidina y un –OH (Blumberg y col., 1971; Shuvalov y col., 1995). No es posible 
cuantificar con detalle la abundancia relativa de las dos especies de LS en la muestra, sin 
embargo, en el espectro de CW-EPR la señal de bajo campo de la segunda forma de LS 
(gef = 2,49) es sensiblemente menos intensa que la de la primera forma (gef = 2,96). 
Además, la segunda forma de LS tiene un tensor g bastante menos anisótropo que la 
primera forma. Esto permite sugerir que la especie de bajo espín asociada a un hemo con 
coordinación histidina-OH es minoritaria en la muestra, con una abundancia relativa 
respecto a la primera forma de LS seguramente inferior al 20%. 
3.2.4.2.2 Titulación redox 
La muestra de cyt b559 reconstituido se sometió a una titulación redox a pH 6,5 para 
determinar su potencial redox. En la Fig. 67A se presentan los espectros obtenidos 
durante la potenciometría realizados en la zona espectral entre 520 y 600 nm, donde se 
encuentran las bandas α y β del cyt b559. El potencial calculado de la muestra de cyt b559 
reconstituido a pH 6,5 fue de +36 mV (Fig. 67B), como se observa en la representación 
de los datos de la titulación y su posterior ajuste a una curva de Nernst para un electrón. 
El potencial calculado se corresponde con la forma LP del cyt b559, única forma presente, 
por otra parte, en muestras de cyt b559 purificado a partir del PSII (Matsuda y col., 1983; 
Ortega y col., 1989). 
Resultados 
140 
A
E’m= + 36 mV
B
 
Figura 67 Titulación potenciométrica de la muestra de cyt b559 reconstituido. A, espectros UV-
Vis en la región del espectro entre 520 y 590 nm obtenidos durante la titulación. B, 
representación de los datos como la diferencia de absorbancia entre 559 y 570 nm frente al 
potencial redox de la disolución durante la potenciometría (●). El ajuste de los datos 
experimentales se realizó mediante una curva de Nernst para el intercambio de un electrón 
(—). 
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3.3 ESTUDIO DE LA INSERCIÓN DE LAS SUBUNIDADES DEL cyt b559 EN LA 
MEMBRANA CITOPLASMÁTICA DE E. coli. RECONSTITUCIÓN IN VIVO 
MEDIANTE SU SOBREEXPRESIÓN COMO PROTEÍNAS DE FUSIÓN JUNTO CON 
LA MBP 
3.3.1 Reconstitución in vivo de la subunidad α sobreexpresada con el vector 
pMAL-c2X modificado 
En un primer momento, para el estudio de la reconstitución in vivo de las 
subunidades del cyt b559 se trabajó con la construcción formada por la subunidad α de 
remolacha con el vector pMAL-c2X modificado. 
Inicialmente se comprobó que la proteína de fusión se insertaba en la membrana 
citoplasmática de la bacteria. La proteína fue sobreexpresada en las condiciones que ya 
han sido definidas para esta construcción, es decir 18 ºC durante 17 h con 0,3 mM IPTG. 
Al analizar la expresión por SDS-PAGE y detección inmunológica con anticuerpos (Fig. 
68), se observó que la proteína de fusión se localizaba tanto en el sedimento como en el 
sobrenadante resultantes de la centrifugación del extracto celular a baja velocidad, 
además de encontrarse presente en gran cantidad en el sedimento resultante de la 
ultracentrifugación (fracción correspondiente a pequeños fragmentos de la membrana 
citoplasmática producidos por sonicación). La relación de proteína de fusión respecto al 
resto de proteínas era superior en la fracción de membranas citoplasmáticas que en el 
resto de fracciones subcelulares.  
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Figura 68 Análisis  por SDS-PAGE y detección inmunológica con anticuerpos específicos de 
la proteína de fusión MBP-histag-subα sobreexpresada a 18 ºC, 17 h, 0,3 mM IPTG. A, SDS-
PAGE 12% (p/v) teñido con azul de Coomassie. B, detección con anticuerpos antihistidinas. 
M, marcadores de peso molecular; 1, extracto celular; 2 y 3, sedimento y sobrenadante del 
extracto; 4, sobrenadante de la ultracentrifugación del primer sobrenadante; 5, sedimento de 
la ultracentrifugación del primer sobrenadante (fragmentos de membranas citoplasmáticas). 
La punta de flecha roja (◄) señala la MBP-histag-subα (54 kDa). 
 
Los espectros de absorción de la fracción de membranas citoplasmáticas eran muy 
similares al espectro del cyt b559 nativo (Fig. 69 A/B). En el espectro diferencial se 
distinguían las tres bandas características de este citocromo y los máximos de cada una 
de ellas concordaban con las descritas para el cyt b559 purificado (Garewal y col., 1974; 
Metz y col., 1983; Ortega y col., 1989). Por todo ello, en un principio se pensó que la 
subunidad α del cyt b559 era capaz de reconstituirse in vivo coordinando el grupo hemo 
endógeno de la bacteria al igual que lo descrito para la subunidad β de cianobacterias 
(Prodohl y col., 2005). Sin embargo, se aislaron membranas citoplasmáticas de bacterias 
sin transformar como control y se determinó su espectro diferencial. En la Fig. 69C 
podemos observar que el espectro diferencial de las células DH5α “vacías” era 
exactamente igual al obtenido con las membranas que contenían la proteína de fusión 
con el inserto. Por lo tanto, el espectro observado en las membranas con la proteína de 
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fusión de la subunidad α del cyt b559 no era en realidad debido a la reconstitución in vivo 
del homodímero α sino a los citocromos endógenos de la bacteria. 
A B
C
 
Figura 69 Espectros de absorción diferencial UV-Vis reducido menos oxidado de las 
membranas citoplasmáticas de bacterias DH5α. A, bacterias que sobreexpresan la proteína 
MBP-histag-subα. B, ampliación del espectro diferencial entre 500 y 600 nm. C, espectros 
diferenciales de membranas citoplasmáticas de bacterias inducidas sin transformar (—) y de 
bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-histag-subα (—). 
 
La bacteria E. coli posee citocromos endógenos que se encuentran presentes en su 
membrana plasmática formando parte principalmente de su cadena respiratoria. En las 
membranas de E. coli en la fase estacionaria, que es en la que se recogen las células 
después de haber sido inducidas, se acumula especialmente el complejo cyt d, el cual se 
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compone entre otros del cyt b558, cuyo espectro es semejante al del cyt b559 (Gennis, 
1987). 
3.3.1.1 Digestión con Trombina de la proteína MBP-histag-subα en la membrana 
citoplasmática 
Ya que la proteína de fusión se encontraba insertada en la membrana 
citoplasmática de E. coli pero no aumentaba la señal en los espectros redox respecto a la 
bacteria control, se planteó la posibilidad de que la MBP o la cola de histidinas dificultaran 
la reconstitución in vivo de la subunidad α. Podría ocurrir que la MBP y/o la cola de 
histidinas estuvieran impidiendo el correcto acercamiento entre las dos subunidades α 
que formarían el homodímero. 
Así, la fracción de membranas citoplasmáticas fue tratada con Trombina para 
intentar eliminar la posible influencia de la MBP y la cola de histidinas sobre la subunidad 
α, liberándola del resto de la proteína de fusión. Posteriormente, las membranas tratadas 
con Trombina fueron centrifugadas de nuevo a alta velocidad. En el análisis por detección 
inmunológica (Fig. 70A/B) se aprecia que la proteína de fusión había sido digerida por la 
proteasa. La MBP y la cola de histidinas se habían liberado de las membranas 
citoplasmáticas después de la digestión, apareciendo en la fase soluble. Por el contrario, 
la subunidad α del cyt b559 permanece en su mayoría en la fracción de membranas 
después de la centrifugación, indicando que la proteína de fusión se inserta en la 
membrana citoplasmática a través de la subunidad α del cyt b559. Los espectros de 
absorción UV-Vis de estas membranas tratadas con Trombina (Fig. 70C) eran muy 
parecidos a los que se habían obtenido con membranas control y con las que contenían la 
proteína de fusión completa. 
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Figura 70 Análisis por SDS-PAGE, detección inmunológica con anticuerpos específicos y 
espectroscopia UV-Vis de membranas citoplasmáticas de E. coli que sobreexpresan la 
proteína de fusión MBP-histag-subα tratadas con Trombina. A, detección con anticuerpos 
antisubunidad α del cyt b559 de espinaca. B, detección con anticuerpos antihistidinas. M, 
marcadores de peso molecular; 1, membranas citoplasmáticas de bacterias que expresan la 
MBP-histag-subα; 2, sedimento de la ultracentrifugación de las membranas citoplasmáticas 
después de ser tratadas con Trombina; 3, membranas citoplasmáticas después de ser 
tratadas con Trombina; 4, sobrenadante de la ultracentrifugación de las membranas 
citoplasmáticas después de ser tratadas con Trombina. C, ampliación del espectro 
diferencial (510–590 nm) reducido menos oxidado de las membranas citoplasmáticas 
tratadas con Trombina y ultracentrifugadas.  
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3.3.1.2 Variación de las condiciones de inducción de las bacterias transformadas 
con la construcción pMAL-c2Xmodif-subα 
Las condiciones de inducción fueron modificadas suplementando el medio de cultivo 
con compuestos relacionados con el grupo hemo, por si una limitación en la 
concentración de éste en la bacteria fuera la causante de la ausencia de reconstitución. 
3.3.1.2.1 Suplementación con ácido δ-aminolevulénico (ALA) 
ALA es un precursor en la ruta de síntesis del grupo hemo. Se probaron dos 
concentraciones de ALA (0,5 mM y 2,5 mM) añadido en el momento de la inducción junto 
con el IPTG. Al analizar los espectros procedentes de las membranas de estos cultivos 
(Fig. 71), se observó que las diferencias no eran significativas entre los cultivos 
suplementados con ALA y el control inducido únicamente con IPTG. 
 
Figura 71 Ampliación del espectro diferencial en la zona del espectro entre 500 y 600 nm de 
las membranas citoplasmáticas de bacterias DH5α que sobreexpresan la MBP-histag-subα 
inducidas a 18 ºC, 17 h, 0,3 mM IPTG. Bacterias inducidas y suplementadas con 2,5 mM 
ALA (—), bacterias inducidas y suplementadas con 0,5 mM ALA (—) y bacterias control 
inducidas en condiciones estándar (—). 
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3.3.1.2.2 Suplementación con grupo hemo 
A continuación se intentó mejorar el resultado añadiendo hemo comercial al medio 
de cultivo. Se ensayaron diferentes concentraciones de hemo, pero en la Fig. 72 sólo se 
muestran los espectros obtenidos para una concentración de grupo hemo 
correspondiente a 10 µM, ya que para concentraciones inferiores no se observaron 
diferencias significativas en la amplitud del espectro respecto a los controles y a 
concentraciones más altas de grupo hemo el espectro se distorsionaba mucho a causa 
del hemo en exceso, lo que impedía apreciar cualquier posible cambio específico. Cuando 
el cultivo se suplementó con 10 µM de hemo se observaron cambios en el espectro 
diferencial de las membranas de bacterias que sobreexpresaban la MBP-histag-subα, 
pero comparándolos con los espectros de las membranas control (bacterias DH5α sin 
transformar) el cambio sufrido era de la misma magnitud (Fig. 72).  
A B
 
Figura 72 Ampliación del espectro diferencial entre 500 y 600 nm de las membranas 
citoplasmáticas de bacterias DH5α inducidas a 18 ºC, 17 h, 0,3 mM IPTG. A, bacterias 
inducidas sin transformar (control). B, bacterias que sobreexpresan la MBP-histag-subα. 
Bacterias control en condiciones estándar (—) y bacterias suplementadas con 10 µM hemo 
(—). 
 
La diferencia de amplitud (ΔAbs559nm – ΔAbs577nm) observada entre las bacterias 
suplementadas con hemo y las inducidas en condiciones normales, fue de 3,3 veces en 
Resultados 
148 
las células control y de 3 veces en las bacterias que contenían la proteína de fusión. Este 
aumento en la amplitud de la banda α observado en las bacterias suplementadas con 
hemo, podría ser causado por una inducción de la síntesis de proteínas de las que el 
hemo es cofactor, entre las que se encontrarían los citocromos endógenos de la bacteria, 
o por una acumulación del exceso de hemo en la membrana, aunque esta última 
posibilidad parece menos probable ya que en el espectro no se observan interferencias 
claras de hemo libre. 
3.3.1.2.3 Suplementación con hierro 
El Fe es un componente fundamental del grupo hemo. Por eso y para comprobar 
que la ausencia de reconstitución in vivo del homodímero de la subunidad α del cyt b559 
en membranas plasmáticas no era debida a una limitación de este metal en la bacteria, se 
añadió Fe al medio de cultivo.  
BA
 
Figura 73 Ampliación del espectro diferencial en la zona del espectro entre 500 y 600 nm de 
las membranas citoplasmáticas de bacterias DH5α inducidas a 18 ºC, 17 h, 0,3 mM IPTG. A, 
bacterias inducidas sin transformar (control). B, bacterias que sobreexpresan la MBP-histag-
subα. Bacterias control en condiciones estándar (—) y bacterias suplementadas con 60 µM 
Fe (—). 
 
En los espectros diferenciales obtenidos en esta ocasión, tanto para las membranas 
de células control como para las membranas que contenían la proteína de fusión (Fig. 
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73), no se observaron cambios significativos entre las membranas procedentes de 
bacterias suplementadas o sin suplementar con Fe. 
 
Podríamos haber continuado este estudio con la subunidad β de remolacha ya que 
los trabajos descritos en la literatura se centraban en esa subunidad (Yu y col., 2003; 
Prodohl y col., 2005). Pero esta idea fue desechada debido al poco nivel de expresión 
obtenido durante los experimentos de sobreexpresión realizados con pMAL-c2X 
modificado-psbF, como se ha comentado anteriormente en la apartado 3.1.2. 
3.3.2 Reconstitución in vivo del homodímero de la subunidad α y de la subunidad 
β sobreexpresadas con el vector pMAL-c2X 
Al no obtener ningún resultado positivo con la construcción de la subunidad α de 
remolacha en el vector pMAL-c2X modificado con la cola de histidinas, se optó por 
trabajar con ambas subunidades de remolacha clonadas en el vector pMAL-c2X. Este 
vector era el utilizado para la reconstitución in vivo de la subunidad β de Synechocystis 
PCC 6803 descrita anteriormente (Prodohl y col., 2005) y, así, se podrían también 
comparar directamente los resultados obtenidos de las dos subunidades del cyt b559 de 
remolacha con el del homodímero β de Synechocystis PCC 6803. Se cambió, además, la 
cepa de E. coli utilizada para la sobreexpresión a TB1, ya que era la misma que la 
empleada en la reconstitución in vivo (Prodohl y col., 2005). 
En primer lugar, se estudió la expresión de las construcciones y la presencia de las 
proteínas de fusión MBP-Rsubα y MBP-Rsubβ en la membrana citoplasmática (Fig. 74). 
Induciendo las bacterias a 37 ºC con 0,5 mM IPTG durante 3 h se consiguió 
sobreexpresar bien las proteínas de fusión y la cantidad de proteína de fusión insertada 
en la membrana citoplasmática de la bacteria, en todos los casos, era mayor respecto al 
resto de proteínas. 
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Figura 74 Análisis por SDS-PAGE 12% (p/v) teñido con azul de Coomassie de la expresión 
de diferentes proteínas de fusión sobreexpresadas en células TB1 a 37 ºC, 3 h, 0,5 mM 
IPTG. A, análisis de expresión de la proteína de fusión de la subunidad α de remolacha. B, 
análisis de expresión de la proteína de fusión de la subunidad β de remolacha. M, 
marcadores de peso molecular; 1, extracto celular después de sonicar las bacterias; 2 y 3, 
sedimento y sobrenadante, después de centrifugar el extracto; 4 y 5, sedimento (membranas 
citoplasmáticas) y sobrenadante, resultantes de ultracentrifugar el primer sobrenadante. La 
punta de flecha roja (◄) señala la proteína de fusión de la subunidad α (52 kDa) y la punta 
de flecha azul (◄) señala la proteína de fusión de la subunidad β (47 kDa).  
 
Las proteínas de fusión de las subunidades α (Fig. 74A) y β (Fig. 74B) de remolacha 
se encuentran presentes en todas las fases del fraccionamiento, tanto en los sedimentos 
como en los sobrenadantes. Al analizar la fracción de membranas plasmáticas de 
bacterias inducidas transformadas con el plásmido “vacío” (Fig. 75), se vió que parte de la 
MBP también se insertaba en la membrana. 
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Figura 75 Comparación de diferentes muestras de membranas citoplasmáticas de células 
TB1 por SDS-PAGE 12% (p/v) teñido con azul de Coomassie. M, marcadores de peso 
molecular; 1, membranas citoplasmáticas de bacterias sin transformar; 2, membranas 
citoplasmáticas de bacterias transformadas con pMAL-c2X “vacío”; 3, membranas 
citoplasmáticas de bacterias que expresan la proteína de fusión de la subunidad β de 
remolacha; 4, membranas de bacterias que expresan la proteína de fusión de la subunidad α 
de remolacha. 
 
Se realizaron los espectros de absorción UV-Vis de las diferentes muestras de 
membranas citoplasmáticas obtenidas (Fig. 76, Fig. 77). La forma del espectro diferencial 
de las diferentes muestras es muy similar entre sí y con respecto al del cyt b559 nativo 
purificado de plantas (Garewal y col., 1974; Metz y col., 1983; Ortega y col., 1989). Las 
bandas características del cyt b559 se encuentran bien diferenciadas en todas las 
muestras de membranas y sus máximos corresponden a los valores descritos para la 
proteína nativa. Como se ha mencionado en el apartado anterior, las membranas 
citoplasmáticas de E. coli dan un espectro diferencial que se asemeja mucho al espectro 
del cyt b559 nativo, debido a los citocromos endógenos de la bacteria (Gennis, 1987). Por 
ello, se hicieron dos controles: bacterias TB1 inducidas sin transformar y transformadas 
con el vector pMAL-c2X “vacío”. 
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Figura 76 Espectros de absorción diferencial UV-Vis reducido menos oxidado de membranas 
citoplasmáticas de bacterias TB1. A, espectro diferencial en el rango espectral de 400 a 700 
nm de bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-Rsubα. B, espectros diferenciales 
ampliados entre 500 y 600 nm de bacterias inducidas sin transformar (—), inducidas 
transformadas con el vector pMAL-c2X “vacío” (—) y de bacterias que sobreexpresan la 
proteína MBP-Rsubα (—). 
 
Comparando los controles con las membranas que tienen insertada la proteína de 
fusión de la subunidad α de remolacha sobreexpresada (Fig. 76B) y las que contienen la 
proteína de fusión de la subunidad β de remolacha (Fig. 77B), se observó que la 
intensidad de la banda α era sensiblemente menor en el caso de las bacterias 
transformadas. Este hecho mostró que ninguna de la dos subunidades de remolacha 
tenían la capacidad de reconstituirse espontáneamente en la membrana citoplasmática de 
E. coli, a pesar de su presencia en ésta. La disminución en la intensidad de los espectros 
en las bacterias transformadas podría ser debido a que el proceso de sobreexpresión e 
inserción en la membrana citoplasmática de estas proteínas dificultara la síntesis y/o 
incorporación de citocromos endógenos a ésta. 
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Figura 77 Espectros de absorción diferencial UV-Vis reducido menos oxidado de membranas 
citoplasmáticas de bacterias TB1. A, espectro diferencial en el rango espectral de 400 a 700 
nm de bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-Rsubβ. B, espectros diferenciales 
ampliados entre 500 y 600 nm de bacterias inducidas sin transformar (—), inducidas 
transformadas con el vector pMAL-c2X “vacío” (—) y de bacterias que sobreexpresan la 
proteína MBP-Rsubβ (—). 
 
A continuación, se estudió la expresión y reconstitución in vivo de la subunidad β de 
Synechocystis PCC 6803, que ya había sido descrita (Prodohl y col., 2005), puesto que 
resulta sorprendente el dato negativo obtenido con la misma subunidad de remolacha a 
pesar de la gran similitud de secuencias de aminoácidos entre las dos. 
Las condiciones de inducción fueron las mismas que para las proteínas de fusión de 
las subunidades de remolacha. En la Fig. 78, se muestra el análisis por SDS-PAGE de la 
sobreexpresión de la proteína de fusión de la subunidad β de Synechocystis PCC 6803 y, 
además, un análisis de la proteína resultante de la inducción del plásmido pMAL-c2X 
“vacío”. Ambas proteínas se encuentran presentes en la fraccion correspondiente a los 
fragmentos de la membrana citoplasmática de la bacteria. La MBP aparece en todas las 
fases del fraccionamiento, mientras que la proteína de fusión de la subunidad β de 
Synechocystis PCC 6803 sólo es apreciable en los sedimentos (primer sedimento y 
membranas citoplasmáticas). 
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Figura 78 Análisis por SDS-PAGE 12% (p/v) teñido con azul de Coomassie de la expresión 
de las diferentes proteínas de fusión sobreexpresadas en células TB1 a 37 ºC, 3 h, 0,5 mM 
IPTG. A, análisis de expresión de la proteína de fusión de la subunidad β de Synechocystis 
PCC 6803 (1-5) y análisis de expresión de proteína en células que contienen el vector 
pMAL-c2X “vacío” (6-9). M, marcadores de peso molecular; 1 y 7, extracto celular; 2 y 8, 
sedimento después de centrifugar el extracto; 3, sobrenadante después de centrifugar el 
extracto; 4 y 6, sedimento resultante de la ultracentrifugación del primer sobrenadante 
(membranas citoplasmáticas); 5 y 9, sobrenadante resultante de la ultracentrifugación del 
primer sobrenadante. La punta de flecha verde (◄) señala la proteína de fusión de la 
subunidad β del cyt b559 de Synechocystis PCC 6803 (48 kDa) y la punta de flecha gris (◄) 
señala la proteína de fusión “vacía” (51 kDa). 
 
Cuando se cotejan los espectros diferenciales de los controles con el de las 
membranas citoplasmáticas que contienen la subunidad β de Synechocystis PCC 6803 
(Fig. 79B), se observa un gran aumento de la amplitud de todas las bandas espectrales 
características en presencia de la subunidad β. 
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Figura 79 Espectros de absorción diferencial UV-Vis reducido menos oxidado de membranas 
citoplasmáticas de bacterias TB1. A, espectro diferencial en el rango espectral de 400 a 700 
nm de bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-Ssubβ. B, espectros diferenciales 
ampliados en el rango espectral de 500 a 600 nm de membranas de bacterias inducidas sin 
transformar (—), inducidas transformadas con el vector pMAL-c2X “vacío” (—) y de bacterias 
que sobreexpresan la proteína MBP-Ssubβ (—). 
 
Esta diferencia en la amplitud de las bandas características del espectro también se 
aprecia al comparar los espectros diferenciales de las membranas citoplasmáticas de 
bacterias que sobreexpresan las proteínas de fusión de las subunidades del cyt b559 de 
remolacha con los de las membranas que contienen la proteína de fusión de la subunidad 
β de Synechocystis PCC 6803 (Fig. 80). El valor de la diferencia de absorbancia (ΔAbs 
559nm - ΔAbs punto isosbéstico) de las membranas de bacterias que contienen la subunidad β de 
Synechocystis es entre 2,85 y 3,8 veces mayor que el de membranas que tienen 
insertada la subunidad β de remolacha, y entre 4,1 y 5,4 veces mayor que en el caso de 
las membranas que contienen la subunidad α de remolacha. Estas diferencias ya se 
observan en el momento de recoger las células una vez llevado a cabo el proceso de 
inducción. Mientras que las células que sobreexpresan la proteína de fusión de la 
subunidad α y de la subunidad β de remolacha tenían una coloración normal, las que 
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expresaban la subunidad β de Synechocystis PCC 6803 eran rojizas, color característico 
de las proteína que tienen un grupo hemo como cofactor.  
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Figura 80 Espectros de absorción diferenciales UV-Vis reducido menos oxidado de 
membranas citoplasmáticas de bacterias TB1 que sobreexpresan diferentes proteínas de 
fusión. A, espectro diferencial en el rango de 400 a 650 nm. B, ampliación del espectro 
diferencial en el rango entre 500 y 600 nm. Bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-
Rsubβ (—), bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-Rsubα (—) y bacterias que 
sobreexpresan la proteína MBP-Ssubβ (—). 
 
Los resultados obtenidos para las subunidades del cyt b559 de remolacha nos 
indican que estas subunidades no son capaces de reconstituirse espontáneamente en la 
membrana citoplasmática de la célula huésped mientras que la subunidad β de 
Synechocystis PCC 6803 sí, concordando con los datos descritos con anterioridad para 
esta última (Prodohl y col., 2005). Al no existir ningún trabajo previo sobre la 
reconstitución in vivo de la subunidad α del cyt b559 se decidió estudiar también la posible 
inserción y reconstitución in vivo en la membrana de la bacteria de la subunidad α de 
Synechocystis PCC 6803. 
La proteína de fusión de esta subunidad se sobreexpresó de forma idéntica a como 
se había hecho anteriormente con el resto de construcciones (37 ºC durante 3h con 0,5 
mM IPTG). En esas condiciones, la proteína de fusión de la subunidad α de 
Synechocystis PCC 6803 no fue detectada por SDS-PAGE en ninguna de las fracciones 
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(Fig. 81A). Después de estudiar diferentes condiciones de inducción, la expresión fue 
optimizada a 18 ºC durante 17 h con 1 mM IPTG (Fig. 81B). La proteína de fusión en 
estas condiciones se detectaba en todas las fracciones, incluida la de membranas 
citoplasmáticas. 
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Figura 81 Análisis por SDS-PAGE 12% (p/v) teñido con azul de Coomassie de la expresión 
de la proteína de fusión de la subunidad α de Synechocystis PCC 6803. A, análisis de la 
expresión a 37 ºC, 3 h, 0,5 mM IPTG. B, análisis de la expresión a 18 ºC, 13 h, 1 mM IPTG. 
M, marcadores de peso molecular; 1, extracto celular; 2 y 3, sedimento y sobrenadante, 
después de centrifugar el extracto; 4 y 5, sobrenadante y sedimento (membranas 
citoplasmáticas), resultantes de la ultracentrifugación del primer sobrenadante. La punta de 
flecha azul (◄) señala la proteína de fusión de la subunidad α de Synechocystis PCC 6803 
(52 kDa). 
 
El análisis espectroscópico de las membranas citoplasmáticas que contienen la 
subunidad α de Synechocystis PCC 6803 (Fig. 82) reveló que no existía un aumento en la 
amplitud del espectro diferencial en comparación con las membranas control utilizadas en 
este experimento. Cuando se contrasta el espectro diferencial de las membranas que 
contienen la subunidad α de Synechocystis PCC 6803 con el obtenido para la subunidad 
α de remolacha tampoco se aprecian diferencias entre ellos (Fig 83A). 
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Figura 82 Espectros de absorción diferencial UV-Vis reducido menos oxidado de membranas 
citoplasmáticas de bacterias TB1. A, espectro diferencial en el rango espectral de 400 y 650 
nm de bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-Ssubα. B, ampliación de espectros 
diferenciales de la zona del espectro entre 500 y 600 nm de bacterias inducidas 
transformadas con el vector pMAL-c2X “vacío” (—) y de bacterias que sobreexpresan la 
proteína MBP-Ssubα (—). 
 
Sin embargo, comparándolo con el espectro de las membranas que contienen la 
subunidad β de Synechocystis PCC 6803 (Fig. 83B) su amplitud es mucho menor. Esto 
indica que la subunidad α de Synechocystis PCC 6803 es capaz de insertarse en la 
membrana citoplasmática de la bacteria pero no de homodimerizar y coordinar el hemo, al 
contrario de lo que ocurre en el caso de la subunidad β del mismo origen. 
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Figura 83 Espectros de absorción diferencial UV-Vis reducido menos oxidado de membranas 
citoplasmáticas de bacterias TB1 que sobreexpresan diferentes proteínas de fusión. A y C, 
espectro diferencial. B y D, ampliación del espectro diferencial entre 500 y 600 nm. A y B, 
bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-Rsubα (—) y bacterias que sobreexpresan la 
proteína MBP-Ssubα (—). C y D, bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-Ssubα (—) y 
bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-Ssubβ (—). 
 
El hecho de que la subunidad β de remolacha no sea capaz de reconstituirse in vivo 
en la membrana citoplasmática de E. coli resultó sorprendente debido a que esta proteína 
se encuentra muy conservada en la secuencia de aminoácidos entre todas las especies 
analizadas. Como en la reconstitución in vitro del cyt b559, se planteó la posibilidad de que 
la condición para que la subunidad β de Synechocystis PCC 6803 fuera capaz de 
reconstituirse espontáneamente en la membrana citoplasmática de la bacteria mientras 
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que la misma subunidad de remolacha no lo hiciera, fuera la presencia de la fenilalanina 
en la posición 26 codificada por secuencia en el DNA en la cianobacteria. En la 
Introducción ya se ha comentado que el RNA de la subunidad β de remolacha sufre un 
“RNA editing” que provoca el cambio de codón que pasa de codificar una serina a 
codificar una fenilalanina en la posición 26. Esta modificación que ocurre en la planta no 
se da en la bacteria (Maier y col., 1996; Sasaki y col., 2001), por lo que la subunidad β de 
remolacha expresada en la bacteria mantiene la serina en la posición 26. Al igual que en 
la reconstitución in vitro, para poder saber si la presencia de este aminoácido era crucial 
para la reconstitución in vivo de la subunidad β se empleó el gen procedente de maíz que 
ya tenía la fenilalanina codificada en su secuencia. 
El patrón de expresión de la proteína de fusión de la subunidad β de maíz (Fig. 84) 
fue similar al obtenido con esta subunidad de remolacha. Es decir, la proteína de fusión 
se encontraba presente en todas las fracciones subcelulares. 
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Figura 84 Análisis por SDS-PAGE 12% (p/v) teñido con azul de Coomassie de la expresión 
de la proteína de fusión de la subunidad β de maíz a 37 ºC, 3 h, 0,5 mM IPTG. M, 
marcadores de peso molecular; 1, extracto celular; 2 y 3, sedimento y sobrenadante, 
después de centrifugar el extracto; 4, sedimento (membranas citoplasmáticas) resultante de 
la ultracentrifugación del primer sobrenadante. La punta de flecha roja (◄) señala la proteína 
de fusión de la subunidad β del cyt b559 de maíz (47 kDa). 
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El espectro diferencial de la fracción de membranas citoplasmáticas que contienen 
la proteína de fusión de la subunidad β de maíz es muy similar al espectro de las células 
control utilizadas en este caso (membranas citoplasmáticas de bacterias TB1 inducidas 
que contienen el pMAL-c2X “vacío”) (Fig. 85). 
A B
 
Figura 85 Espectros de absorción diferencial UV-Vis reducido menos oxidado de membranas 
citoplasmáticas de bacterias TB1. A, espectro diferencial en el rango espectral de 400 y 650 
nm de bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-Msubβ. B, espectros diferenciales en la 
zona espectral entre 500 y 600 nm, de bacterias inducidas transformadas con el vector 
pMAL-c2X “vacío” (—) y de bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-Msubβ (—). 
 
Como se observa en la Fig. 86, la amplitud de los cambios de absorbancia de las 
membranas con la subunidad β de maíz es similar a la de las membranas con la 
subunidad β de remolacha pero mucho menor que la de las membranas con la subunidad 
β de Synechocystis. Este resultado nos sugiere que la presencia en la secuencia de 
aminoácidos de la fenilalanina en la posición 26 no es la condición para una correcta 
reconstitución in vivo. 
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Figura 86 Espectros de absorción diferencial UV-Vis reducido menos oxidado de membranas 
citoplasmáticas de bacterias TB1 que sobreexpresan diferentes proteínas de fusión. A, 
espectro diferencial en el rango espectral entre 400 y 700 nm. B, ampliación de espectros 
diferenciales en la zona del espectro entre 500 y 600 nm. Bacterias que sobreexpresan la 
proteína MBP-Rsubβ (—), bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-Msubβ (—) y 
bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-Ssubβ (—). 
 
Se consideró interesante profundizar en el estudio del homodímero de la subunidad 
β de Synechocystis PCC 6803 formado espontáneamente en la membrana citoplasmática 
de E. coli al ser sobreexpresada. Se había descrito con anterioridad que sus 
características espectroscópicas eran prácticamente idénticas al cyt b559 nativo (Francke y 
col., 1999; Yu y col., 2003; Prodohl y col., 2005), lo cual se ha corroborado en esta Tesis. 
Por otra parte, se habían realizado titulaciones potenciométricas con el homodímero β 
reconstituido in vitro a partir del péptido sintetizado químicamente (Francke y col., 1999) 
así como con el homodímero reconstituido in vivo en membranas de E. coli pero de las 
cuales había sido extraído previamente mediante detergente y purificado para la titulación 
(Yu y col., 2003). Para una mejor caracterización del homodímero β de Synechocystis 
PCC 6803, en esta Tesis hemos realizado estudios de EPR y titulaciones 
potenciométricas in situ con las fracciones de membranas citoplasmáticas que contenían 
la proteína de fusión. 
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3.3.2.1 Resonancia Paramagnética Electrónica 
Como en el caso de la reconstitución in vitro del cyt b559, la reconstitución in vivo del 
homodímero β también se analizó por EPR continuo (CW-EPR) e inducido por eco de dos 
pulsos (ei-EPR 2p). Para estos estudios se empleó una concentración de 37,2 µM de 
homodímero β de Synechocystis PCC 6803 reconstituido en la membrana citoplasmática 
de E. coli. 
En la Fig. 87, junto a los espectros de fragmentos de membranas citoplasmáticas de 
E. coli que contienen el homodímero β, se ha representado como control el espectro de 
fragmentos de membranas de bacterias que sobreexpresan únicamente la MBP y, así, 
poder discriminar las señales que son debidas a especies endógenas de la membrana de 
la bacteria o a la proteína portadora, la MBP. 
 Las señales obtenidas en gef = 6,0, gef = 4,3 y gef = 2,0 aparecen en ambas 
muestras, con intensidades semejantes, lo que permite asociarlas a especies de hemo 
HS, hierro no hemínico y radicales endógenos de la membrana citoplasmática de E. coli. 
Ambas muestras presentaron también señales propias de hemo LS, si bien en la muestra 
del homodímero β son mucho más intensas que en el control. 
Al restar el espectro control al obtenido con fragmentos de membrana que 
contienen el homodímero β (Fig. 87B), se consigue eliminar prácticamente todas las 
contribuciones en gef = 6,0, gef = 4,3 y gef = 2,0, permaneciendo las señales características 
en gef = 2,96 y gef = 2,28 que se asociarían con la presencia del homodímero β. Al 
comparar las señales LS obtenidas en la muestra del homodímero β con las encontradas 
en el espectro de EPR del cyt b559 reconstituido in vitro, no se detectaron las señales LS 
en gef = 2,49 y gef = 2,26. 
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Figura 87 Espectro de CW-EPR de fragmentos de membranas citoplasmáticas de bacterias 
TB1. A, espectros de CW-EPR completos: de bacterias que sobreexpresan el plásmido 
pMAL-c2X “vacío” (—); de bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-subβ de 
Synechocystis PCC 6803 (—). B, ampliación del espectro de CW-EPR de bacterias que 
sobreexpresan la proteína MBP-subβ de Synechocystis PCC 6803 entre 2000 y 3400 gauss, 
la contribución de las señales endógenas presentes en la membrana ha sido restada 
(Espectro CW-EPR —). Los valores de gef asociados con señales de hemo de LS se han 
marcado con asteriscos y el resto de los valores de gef se señalan con flechas. 
 
En los espectros de ei-EPR 2p (Fig. 88A) predomina la señal de gef = 2,0, que como 
ya se ha mencionado anteriormente, se encontraría asociada con especies radicalarias 
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endógenas de la membrana de E. coli. Al igual que en el caso del cyt b559 reconstituido in 
vitro observamos la señal con máximo en gef = 2,08 que, como en el apartado 3.2.4.2.1, 
fue asociada con impurezas de cobre, si bien con una intensidad relativa sensiblemente 
inferior. En la Fig. 88B esta parte del espectro ha sido truncada para facilitar su análisis. 
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Figura 88 Espectros EPR de fragmentos de membranas citoplasmáticas de bacterias TB1 
que sobreexpresan la proteína MBP-subβ de Synechocystis PCC 6803. A, espectro de ei-
EPR 2p para τ de 96 ns, en la parte inferior se muestra el espectro de CW-EPR para la 
misma muestra como comparación; el punto (●) marca la posición de la señal de gef ≈ 2,08, 
asociada a una especie de Cu (II) y la flecha marca la posición de la señal en gef ≈ 2,0. B, 
espectro de ei-EPR 2p para τ de 96 ns; la línea discontinua horizontal marca la línea base 
(eco nulo) para el espectro y las flechas verticales marcan los valores de gef relevantes. 
  
Aparecen, además, señales características de hemo LS en gef = 2,96, gef = 2,28 y  
gef = 1,5 y otra señal muy débil a gef = 3,4. Esta última señal ya ha sido descrita (Rothery y 
col., 1989) en algunos estudios con la membrana citoplasmática de E. coli, por lo que se 
considera que se trata de una señal endógena, no asociada a la presencia del 
homodímero en la membrana. Por lo tanto, en la muestra se encontraría presente una 
especie de LS debida a la formación del homodímero β en la membrana citoplasmática de 
la bacteria. Esta especie se corresponde con un grupo hemo con coordinación axial bis-
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histidina, que presentaría unos valores principales de tensor g: gz = 2,96, gy = 2,28 y       
gx = 1,5, que concordarían con los del cyt b559 nativo (Babcock y col., 1985; Stewart y col., 
1998a). 
3.3.2.2 Titulación redox 
Se realizó una titulación redox con la muestra de membranas citoplasmáticas de la 
bacteria que contenían la proteína de fusión del homodímero de la subunidad β 
sobreexpresada de Synechocystis PCC 6803 (Fig. 89A/B). La potenciometría se llevó a 
acabo en las mismas condiciones que las que se emplearon con las muestras de cyt b559 
reconstituido in vitro (ver Materiales y Métodos). Una vez representados los valores 
obtenidos en la potenciometría a pH 6,5, se ajustaron mediante una curva de Nernst con 
un electrón. El mejor ajuste fue una curva de Nernst con dos componentes, en el que un 
potencial sería de + 55 mV y otro de + 125 mV. 
Hay que tener en cuenta que estas medidas se realizaron en muestras de 
membranas citoplasmáticas de E. coli, en donde también se encuentran citocromos 
endógenos de la bacteria. Estos citocromos, como se ha presentado en anteriores 
experimentos, dan señal en el espectro de absorción diferencial reducido menos oxidado 
y en los espectros de EPR, por lo que era probable que también se detectaran por 
potenciometría. Por ello, también realizamos una titulación redox con una muestra de 
membranas citoplasmáticas de la bacteria que sobreexpresaban únicamente la MBP. 
Esta muestra fue elegida como control en lugar de membranas de bacterias sin 
transformar para observar también si la MBP interfería en la titulación (Fig. 76). El 
potencial calculado para esta muestra de membranas fue de + 52 mV a pH 6,5. 
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Figura 89 Titulación potenciométrica de fragmentos de membrana citoplasmática de TB1 que 
expresan diferentes proteínas de fusión. A y C, espectros UV-Vis en la zona del espectro 
entre 520 y 590 nm obtenidos durante la titulación. B y D, representación de los valores 
correspondientes a la diferencia de absorbancia entre 559 y 570 nm frente al potencial redox 
de la disolución durante la potenciometría (●). A y B, bacterias que sobreexpresan la 
proteína MBP-subβ de Synechocystis PCC 6803 (—). C y D, bacterias inducidas que 
contienen el pMAL-c2X” vacío” (—). El ajuste de los datos experimentales se realizó 
mediante una curva de Nernst para el intercambio de un electrón. 
 
Los resultados obtenidos sugieren que el potencial de +55 mV en la muestra del 
homodímero β es debido a los citocromos endógenos de la bacteria, y el potencial de + 
125 mV equivaldría al homodímero β. Este último potencial correspondería con la forma 
LP del cyt b559 descrita en la literatura (Stewart y col., 1998a) y es un poco mayor que el 
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obtenido en al caso del cyt b559 reconstituido in vitro. Los únicos datos de potencial 
existentes previamente del homodímero β habían sido algo menores en torno a +50 mV 
(Francke y col., 1999; Yu y col., 2003) pero corresponden al homodímero extraído de la 
membrana biológica. Curiosamente este potencial es muy parecido al determinado en la 
reconstitución in vitro, es decir también en ausencia de la membrana biológica. 
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4 DISCUSIÓN 
4.1 SOBREEXPRESIÓN EN E. coli DE LAS SUBUNIDADES DEL cyt b559 
Cuando se pretende hacer estudios estructurales y funcionales de una proteína se 
precisa una gran cantidad de la misma. A veces es complicado conseguir esta 
concentración de la fuente natural de la proteína y es necesario sobreexpresarla en otro 
organismo. El huésped más utilizado por el bajo coste de la sobreexpresión y por su 
rapidez en la producción es la bacteria E. coli. La sobreexpresión de proteínas solubles 
en esta bacteria normalmente no presenta grandes dificultades, se obtiene un gran 
rendimiento y prácticamente todos los sistemas de sobreexpresión disponibles han sido 
desarrollados para ellas. En cambio, intentar obtener de forma recombinante una proteína 
integral de membrana es un trabajo arduo. En general, no se conoce a priori qué 
características concretas de una proteína hacen que su sobreexpresión presente 
problemas potenciales. El cyt b559, cuya sobreexpresión es uno de los principales 
objetivos de esta Tesis, es una proteína integral de membrana compuesta por dos 
subunidades pequeñas coordinadas a un cofactor. Se eligió obtener las subunidades 
recombinantes por separado para posteriormente realizar una reconstitución in vitro con 
las dos y el cofactor. Al tener que sobreexpresar cada subunidad por separado, las 
dificultades eran notables ya que no era la proteína completa tal y como está presente en 
la naturaleza y no se conocía cómo iba a ser el comportamiento de las subunidades 
aisladas a la hora de la sobreexpresión ni en la purificación subsecuente. El principal 
inconveniente en la sobreexpresión de proteínas de membrana es la formación de 
cuerpos de inclusión, que como ya he comentado anteriormente son agregados 
insolubles de proteína (Ventura, 2005). Debido a la dificultad de obtener un buen 
rendimiento en la renaturalización in vitro de la proteína expresada y agregada en 
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cuerpos de inclusión, la búsqueda de una sobreexpresión de la proteína en forma soluble 
es el comienzo del abordaje de la expresión de una proteína integral de membrana. 
Existen varias estrategias para evitar la formación de cuerpos de inclusión, entre las que 
se encuentra el uso de una proteína portadora para sobreexpresar la proteína objeto en 
forma de proteína de fusión y la variación de las condiciones de inducción (temperatura 
de inducción, concentración de inductor, tiempo de inducción, etc.). La importancia de la 
temperatura para controlar y ralentizar el metabolismo de la bacteria favoreciendo la 
solubilidad de la proteína sobreexpresada ha sido expuesta con anterioridad en la 
Sección de Resultados (Schein y col., 1988; Schein, 1989; Sorensen y col., 2005). 
Las proteínas portadoras para la expresión de proteínas integrales de membrana, 
además de facilitar su detección y purificación, deben de favorecer la solubilidad y 
estabilidad en la bacteria de la proteína a expresar. Existen numerosos trabajos 
dedicados a la optimización de la sobreexpresión de proteínas de membrana que nos 
describen la utilización de proteínas portadoras como la MBP (Pryor y col., 1997; Kapust y 
col., 1999), la GST (Smith y col., 1988; Kaelin y col., 1992; Terpe, 2003), la NusA (De 
Marco y col., 2004; Nallamsetty y col., 2006), etc. 
Como se ha comentado en apartados anteriores, la proteína portadora utilizada 
para sobreexpresión de las subunidades del cyt b559 fue la MBP y en el caso de cada 
proteína de fusión se estudiaron diferentes condiciones de inducción para encontrar las 
óptimas. 
Además, las proteínas de membrana cuando son sobreexpresadas en E. coli tienen 
una tendencia natural a insertarse en la membrana citoplasmática de la bacteria, con lo 
cual, al analizar las diferentes fracciones del extracto de la bacteria podemos encontrar la 
proteína expresada en forma insoluble (cuerpos de inclusión), en la fase soluble y en la 
fracciones de membranas citoplasmáticas (Wagner y col., 2006). En el estudio realizado 
durante esta Tesis, todas las proteínas de fusión sobreexpresadas han aparecido en las 
tres fracciones. 
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La influencia de la temperatura en la solubilidad de una proteína sobreexpresada en 
E. coli se observa claramente en el caso de la subunidad α del cyt b559 de remolacha 
insertada en el plásmido pMAL-c2X modificado con la cola de histidinas (MBP-histag-
subα). Al disminuir la temperatura de inducción, la presencia en la fase soluble de la 
proteína de fusión aumentaba progresivamente. A 37 ºC la expresión total de la proteína 
de fusión era pequeña y solamente estaba presente en forma insoluble, mientras que la 
expresión de la proteína resultante de la construcción del plásmido vacío (MBP-histag-
LacZ) era mayor a esta temperatura. La presencia de la subunidad α, un péptido muy 
hidrofóbico, provoca un cambio en la solubilidad de la proteína portadora a pesar de que 
la MBP tiene un peso molecular mucho mayor. Conforme la temperatura de inducción se 
iba disminuyendo, se observó un aumento paulatino en la cantidad de proteína de fusión 
presente en la fase soluble, llegando a un máximo de sobreexpresión de MBP-histag-
subα a 18 ºC con 0,3 mM de IPTG durante 13 h. 
Conseguir una buena sobreexpresión para la subunidad β del cyt b559 de remolacha 
insertada en el plásmido pMAL-c2X modificado con la cola de histidinas, similar a la 
obtenida para la subunidad α, no fue posible. A pesar de realizar un estudio exhaustivo de 
las condiciones de inducción variando temperatura, concentración de inductor y tiempo de 
inducción, no se consiguió optimizar la expresión de esta proteína, ya que incluso en las 
condiciones más favorables (18 ºC, 0,6 mM IPTG, 17 h) la cantidad de proteína de fusión 
expresada era muy pequeña. Ni siquiera un cambio en la cepa huésped dio resultado. El 
caso de la proteína de fusión de la subunidad β es parecido al de la subunidad α, a pesar 
de tener un tamaño menor que la proteína portadora es la subunidad la que dicta el 
comportamiento a la hora de la expresión de la proteína de fusión total. En cambio, al 
contrario que lo que ocurría con la subunidad α, no existe un problema de formación de 
cuerpos de inclusión, sino de niveles de expresión total. Podría ser que la expresión de la 
construcción pMAL-c2x modificado-psbF resulte tóxica para la bacteria y por eso el 
rendimiento obtenido es muy bajo, unido a que al ser una proteína extraña para la 
bacteria su degradación por proteasas se vea favorecida. En el caso de la expresión de la 
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MBP-histag-Rsubα también se detectan degradaciones o truncamientos, pero mucho 
menos remarcables consiguiéndose una buena sobreexpresión de la misma. 
La sobreexpresión de las subunidades del cyt b559 en forma de proteína de fusión 
clonadas en el vector pMAL-c2X se realizó en condiciones estándar (37 ºC, 0,5 mM IPTG, 
3 h) obteniendo un resultado positivo, excepto con la proteína de fusión de la subunidad α 
de Synechocystis PCC 6803. Las proteínas de fusión de la subunidad α de remolacha y 
de las subunidades β de remolacha, Synechocystis PCC 6803 y maíz, se obtuvieron tanto 
en la fracción soluble como en la insoluble. En cambio para conseguir una sobreexpresión 
optimizada de la proteína de fusión de la subunidad α de Synechocystis PCC 6803 hubo 
que descender la temperatura de inducción hasta los 18 ºC y aumentar la cantidad de 
inductor hasta 1 mM. 
Resulta sorprendente que el simple hecho de haber o no una cola de histidinas 
entre la proteína portadora (MBP) y la proteína a expresar cambie tanto la sobreexpresión 
de la proteína de fusión completa. Mientras que la proteína MBP-Rsubα se expresa de 
forma soluble a 37 ºC, para la proteína MBP-histag-Rsubα es necesario disminuir la 
temperatura de inducción a 18 ºC para obtener en forma soluble una cantidad similar. La 
expresión de la subunidad β de remolacha es todavía un ejemplo mejor del efecto de la 
cola de histidinas sobre la expresión de estas proteínas. Así, la MBP-histag-subβ carece 
de expresión significativa a pesar de variar las condiciones de inducción y, en cambio, la 
sobreexpresión de la MBP-Rsubβ se llevó a cabo a 37 ºC en condiciones estándar, 
consiguiéndose un buen nivel de expresión tanto en la fase soluble como en la insoluble. 
En vista de estos resultados, se puede concluir que la cola de seis histidinas colocada 
entre la proteína portadora MBP y la proteína a sobreexpresar ejerce una influencia 
negativa sobre la expresión de cualquiera de las dos subunidades del cyt b559 de 
remolacha. 
También cabe destacar la diferencia existente en el patrón de expresión entre la 
proteína de fusión de la subunidad α de remolacha y la misma subunidad de 
Synechocystis PCC 6803. El hecho de que haya que cambiar las condiciones de 
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sobreexpresión y disminuir la temperatura de inducción para la MBP-Ssubα alcance un 
nivel de expresión óptimo resulta sorprendente ya que la subunidad α se encuentra muy 
conservada entre los diferentes organismos fotosintéticos (Fig. 90). 
10 20 30 40 50
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|
sub α Synechocystis sp PCC6803 MSGTTGERPF SDIVTSIRYW VIHSITIPML FIAGWLFVST GLAYDAFGTP 50
sub α B.vulgaris/S. oleracea MSGSTGERSF ADIITSIRYW VIHSITIPSL FIAGWLFVST GLAYDVFGSP 50
60 70 80
....|....| ....|....| ....|....| ...
sub α Synechocystis sp PCC6803 RPDEYFTQTR QELPILQERY DINQEIQEFN Q-- 81
sub α B. vulgaris/S. oleracea RPNEYFTESR QGIPLITGRF DSLEQLDEFS RSF 83
 
Figura 90  Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de Synechocystis PCC 6803 y 
remolacha derivada de las secuencias de DNA. 
 
4.2 PURIFICACIÓN DE LAS SUBUNIDADES DEL cyt b559 SOBREEXPRESADAS EN 
E. coli 
Conseguida la sobreexpresión de una proteína de fusión, el siguiente paso es la 
purificación una vez elegida la fracción del extracto de la que se va a partir para este fin. 
En esta Tesis, como ya se ha comentado anteriormente, se utilizaron dos estrategias 
diferentes para abordar la obtención del cyt b559 reconstituido, por un lado intentándolo 
con las subunidades aisladas trabajando con las proteínas en forma soluble y, por otro, 
con las subunidades renaturalizadas a partir de los cuerpos de inclusión. 
En el primer caso, descrito en los apartados 3.1.3 y 3.1.4, las proteínas de fusión se 
mantienen de forma soluble gracias al uso de detergentes. Cuando se trabaja con 
proteínas de membrana, el empleo de detergentes es inevitable para intentar conservar la 
proteína en solución sin que precipite o forme agregados. A veces la utilización de 
surfactantes resulta de utilidad, como ayudar en el proceso de rotura por sonicación, pero 
otras provocan interferencias en el proceso de purificación modificando el 
comportamiento de las proteínas. En la fase soluble del extracto que se utilizó para la 
purificación había una mezcla de la proteína en forma soluble y fragmentos pequeños de 
membranas citoplasmáticas en las que la proteína de fusión se había insertado. Estos 
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fragmentos de membranas provenen de la sonicación. Así, la cantidad de proteína de 
fusión presente en el material de partida era mayor.  
A pesar de que la primera parte de la purificación fue exitosa (la cromatografía 
IMAC gracias a la presencia de la cola de histidinas), conforme el proceso avanzó 
surgieron dificultades, que se intentaron salvar pero sin un resultado totalmente 
satisfactorio. La primera complicación fue el funcionamiento deficiente de la cromatografía 
de afinidad por unión a amilosa. Ya había sido descrito con anterioridad que para este 
tipo de cromatografía, realizada en presencia de detergentes no iónicos (Pattenden y col., 
2008), como el Tritón X-100, éstos podrían disminuir la capacidad de unión de la MBP a 
la amilosa a determinadas concentraciones, variando para cada proteína de fusión en 
particular. A pesar de que la concentración de Tritón X-100 (0,1%, p/v) utilizada para la 
purificación era baja, éste interfería en la unión de la MBP a la resina. Como se había 
observado que esta concentración era la adecuada para el mantenimiento de la 
subunidad α en disolución, este tipo de cromatografía no se pudo utilizar para su 
purificación. La siguiente dificultad se encontró al intentar separar por tamaño las 
diferentes proteínas de la muestra digerida por Trombina (subunidad α, MBP-histag, 
MBP-histag-subα). Tanto por cromatografía de gel filtración como por separación por 
tamaño a través de membrana se observó que las proteínas no se comportaban como 
correspondía a su peso molecular, debido probablemente a que formaban parte de 
micelas de detergente. También existía una limitación en la concentración de proteína 
que era capaz de mantenerse en solución, a pesar de la presencia de detergentes, lo cual 
dificultaba la utilización de este tipo de cromatografía. Por otro lado, al realizar la 
cromatografía de intercambio aniónico DEAE fue imposible obtener ambas subunidades 
puras a homogeneidad, ya que la subunidad del cyt b559 eluyó a la misma concentración 
de sal que la propia proteína de fusión sin digerir. Según este perfil cromatográfico, las 
proteínas de fusión completas parecen poseer el mismo carácter electrostático que la 
correspondiente subunidad del cyt b559 que contienen, siendo ésta la que parece definir su 
comportamiento cromatográfico. Si la digestión con Trombina hubiera sido completa, se 
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hubieran podido aislar la subunidades del cyt b559 por medio de la cromatografía de 
intercambio aniónico débil DEAE ya que el principal contaminante, la proteína de fusión, 
no se encontraría en la muestra que se carga en la columna. 
A pesar de que las subunidades del cyt b559 no se consiguieron purificar a 
homogeneidad, teniendo como principal contaminante la propia proteína de fusión sin 
digerir, se realizó una prueba de reconstitución in vitro con ellas y hemo comercial. El 
hecho de que no se pudiera observar reconstitución por espectroscopia UV-Vis, fue 
debido a la poca concentración de partida de ambas proteínas. Conforme el proceso de 
purificación avanzaba, la cantidad de las subunidades presente en la muestra iba 
disminuyendo debido a la frecuente aparición de agregados proteicos. A menudo las 
proteínas de membrana solubilizadas en detergente pierden estabilidad con el tiempo 
agregándose entre sí. No se conoce con exactitud las razones que provocan la 
inestabilidad pero es fácil pensar que el ambiente y la interacción del detergente con la 
proteína, aunque necesarios para mantener la proteína en suspensión en medio acuoso, 
no simula realmente las condiciones de la bicapa lipídica de la membrana biológica, su 
entorno natural. El proceso de inserción in vivo de una proteína en las membranas 
biológicas viene marcado por unas conformaciones de plegamiento determinadas de la 
proteína, lo que no ocurre exactamente igual en las micelas formadas por el detergente 
(Kiefer, 2003). 
La purificación de las subunidades a partir de las proteínas de fusión procedentes 
de los cuerpos de inclusión se llevó a acabo por dos tipos de columnas dependiendo de la 
muestra de partida. Ambos métodos (SOURCE 15Q y DEAE), son resinas de 
cromatografías de intercambio aniónico, que según los resultados obtenidos en esta Tesis 
parece ser un método adecuado para la purificación de las subunidades del cyt b559. La 
cromatografía de intercambio aniónico fuerte resultó ser conveniente para la purificación 
de las proteína de fusión desnaturalizadas mientras que para las subunidades del cyt b559 
renaturalizadas fue preciso utilizar una cromatografía de intercambio aniónico débil. En 
este último caso, es determinante que la digestión con la proteasa sea completa para el 
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buen resultado de la purificación posterior, al igual que ocurría al intentar purificar las 
subunidades del cyt b559 procedentes de la fase soluble del extracto. 
4.3 RECONSTITUCIÓN IN VITRO DEL cyt b559 A PARTIR DE LOS CUERPOS DE 
INCLUSIÓN 
A pesar de que en un principio se había descartado el obtener las proteínas de 
fusión de las subunidades del cyt b559 a partir de los cuerpos de inclusión, en vista del 
resultado no satisfactorio en el intento de reconstitución in vitro a partir de las 
subunidades parcialmente purificadas procedentes de la fase soluble, se cambió de 
estrategia. Aunque lograr un rendimiento aceptable en la renaturalización de las proteínas 
es complicado, los cuerpos de inclusión están formados mayoritariamente por la proteína 
recombinante sobreexpresada, con lo que no existe una limitación en la concentración 
inicial de la proteína a reconstituir.  
Como se describe en la Sección de Resultados se probaron varias estrategias para 
intentar la reconstitución in vitro del cyt b559 a partir de los cuerpos de inclusión. En primer 
lugar se purificaron por separado las proteínas de fusión de las subunidades 
desnaturalizadas para reconstituirlas, una vez aisladas. En el segundo se optó por 
reconstituir las proteínas de fusión de ambas subunidades a partir de los cuerpos de 
inclusión sin purificar. Estas dos primeras estrategias no funcionaron, debido en la 
primera a una limitación en la concentración de las proteínas de fusión y en el cálculo de 
ésta y la segunda debido a la presencia en la muestra de partida de la MBP que interfería 
en la visualización de la reconstitución por espectroscopia. El protocolo de reconstitución 
que dio mejor resultado fue el que partía de los cuerpos de inclusión sin purificar, 
digiriéndo posteriormente para liberar las subunidades de la proteína de fusión y 
eliminando posteriormente el principal contaminante, la MBP, por cromatografía de 
intercambio aniónico con DEAE.  
Durante la puesta a punto de estas estrategias existía un denominador común, el 
hemo libre no unido a las subunidades del cyt b559 interfería en la calidad de los espectros 
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de absorción. La concentración de detergente utilizado en la renaturalización influía a la 
hora de una eliminación eficaz del hemo libre presente en la muestra con las columnas 
PD-10. Como se ha mencionado anteriormente, una menor concentración de detergente 
favorecía la separación del hemo libre. Probablemente la formación de un mayor número 
de micelas conforme aumentaba la concentración de detergente, permitía la inclusión de 
mayor cantidad de hemo en ellas impidiendo su separación del resto de la muestra. Así 
como en algunos trabajos de reconstitución in vitro de citocromos b se tiene en cuenta la 
interferencia del hemo libre (Kroliczewski y col., 2002; Dreher y col., 2007), en otros se 
omite (Prodohl y col., 2005). Los resultados obtenidos en este estudio muestran la gran 
importancia de la elección no solamente del tipo de detergente en el que mantener 
soluble la proteína de membrana sino la concentración utilizada de éste para evitar 
interferencias con el hemo libre. 
Cuando la reconstitución se realizó a partir de los cuerpos de inclusión sin purificar 
se observó que tanto la efectuada con la mezcla de los cuerpos de inclusión que 
contenían las proteínas de fusión de ambas subunidades, como la realizada con los 
cuerpos de inclusión que contenían solamente la proteína portadora MBP, ambas 
reconstituciones daban un espectro de absorción diferencial muy similar, aunque con las 
bandas α y β menos diferenciadas en este último caso. Así que, al realizar la 
reconstitución del cyt b559 con las proteínas de fusión completas, sus espectros de 
absorción estarían modificados por la presencia de la proteína portadora. En un 
experimento posterior en el que se realizó una reconstitución con la MBP purificada y con 
la proteína comercial BSA, se descubrió que los espectros eran provocados por la unión 
inespecífica del grupo hemo a las proteínas, con lo cual cuanto mayor sea el grado de 
purificación de las subunidades del cyt b559 a la hora de la reconstitución menor será la 
interferencia causada por esta unión inespecífica del grupo hemo al resto de proteínas 
presentes en la muestra.  
Cuando el protocolo más adecuado fue puesto a punto, los resultados obtenidos en 
las diferentes reconstituciones in vitro del cyt b559 con las subunidades aisladas fueron 
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reproducibles. En el espectro oxidado de las reconstituciones se podía distinguir el 
máximo de absorción de la banda Soret a 407 ± 1 nm, este valor se encuentra 
desplazado a una longitud un poco mayor en el espectro de absorción del cyt b559 
purificado de plantas (413 nm) (Babcock y col., 1985). Este cambio del máximo sería 
indicativo de restos de hemo libre o coordinado incorrectamente a alguna de las dos 
subunidades, estando más expuesto al medio (Francke y col., 1999). Por el contrario los 
máximos que podemos apreciar en el espectro de absorción reducido (banda Soret 426 ± 
1 nm, banda α 559 ± 1 nm) se corresponden con los máximos que se indican para el cyt 
b559 nativo (427 nm y 559 nm) (Babcock y col., 1985) . A continuación se muestra una 
tabla (Tabla 7) con los datos de los máximos de absorción de los espectros diferenciales 
reducido menos oxidado tanto del cyt b559 nativo como del cyt b559 reconstituido in vitro en 
este estudio. 
máximo espectro diferencial (nm) Banda Soret Banda β Banda α
cyt b 559  nativo
 a 429 530 559
 cyt b 559  in vitro 
b 429 ± 0,5 531 559 ± 0,5 
 
Tabla 7 Comparación de los máximos de absorción en el espectro diferencial reducido menos 
oxidado del cyt b559 purificado de plantas (a) (Garewal y col., 1974) y (b) del cyt b559 
reconstituido in vitro a partir de las subunidades aisladas (media ponderada de 
diferentes experimentos de reconstitución).  
 
Al compararlos se podría destacar la gran concordancia entre ambos datos, lo que 
es indicativo de que el cyt b559 se ha reconstituido correctamente y de que el hemo se 
encuentra en el ambiente adecuado. 
En los últimos años se han descrito reconstituciones in vitro de citocromos no 
solubles recombinantes de tipo b, tal como el cyt b5 (Mulrooney y col., 2000) y el cyt b6 
(Kroliczewski y col., 2002; Dreher y col., 2007; Prodohl y col., 2007a; Dreher y col., 2008). 
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También, se ha trabajado con el “citocromo” formado únicamente con la subunidad β 
(homodímero β), bien purificado a partir de cuerpos de inclusión o sintetizado 
químicamente (Francke y col., 1999; Prodohl y col., 2005; Volkmer y col., 2006; Prodohl y 
col., 2007b). Tanto el cyt b5 como el cyt b6, son citocromos formados únicamente por un 
polipéptido en los que el grupo se coordina con aminoácidos que forman parte de la 
misma cadena polipeptídica. La reconstitución in vitro del cyt b559 realizada para esta 
Tesis presentaba dos dificultades, la primera que el grupo hemo se coordina con dos 
subunidades independientes y la segunda que se ha realizado con dos polipéptidos 
diferentes, no como en el caso del homodímero β en el que estaba presente tan sólo una 
subunidad. Es la primera vez que se describe la reconstitución in vitro del cyt b559, un 
citocromo formado por dos subunidades distintas coordinando un grupo hemo con la 
histidina de cada subunidad. Hay que remarcar la dificultad de trabajar con las dos 
subunidades para la reconstitución ya que es necesario obtener la cantidad suficiente de 
ambas para poder realizar la mezcla de reconstitución con el hemo comercial y no ha sido 
posible en todos los casos. Sin embargo, a pesar de que el cyt b559 nativo está compuesto 
por las dos subunidades, cabe la posibilidad de que en la muestra de reconstitución in 
vitro del cyt b559 exista una mezcla de especies. Los resultados obtenidos de la 
reconstitución in vitro con cada subunidad por separado muestran la capacidad de 
homodimerizar y coordinar el hemo que posee cada una de ellas. Los espectros de 
absorción que se obtienen con ambas subunidades por separado son muy similares en 
apariencia a los obtenidos en la reconstitución in vitro con las dos subunidades, pero con 
una banda α mucho más distorsionada a partir de los 560 nm en los primeros. Esto podría 
ser debido, como se ha comentado con anterioridad, a una mayor presencia de hemo 
libre o a una mayor heterogeneidad en estas muestras, ya que no coinciden exactamente 
con la estructura nativa del cyt b559, en la cual las dos subunidades están presentes. 
Estudios con el cyt b559 nativo en condiciones extremas (Shuvalov, 1994), describen un 
desplazamiento en el máximo de la banda α de 559 a 562 nm, atribuyéndolo a una 
coordinación del hemo con una histidina y un grupo –OH, lo que podría ser una 
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explicación para la mayor distorsión de la banda α en los espectros de absorción de las 
reconstituciones in vitro realizadas únicamente con una subunidad. En las muestras de 
reconstituciones sólo con una subunidad existirían mayores posibilidades de encontrarse 
especies formadas con el hemo unido solamente a una histidina de una subunidad y la 
otra posición se encuentre ocupado por al algún posible ligando axial diferente presente 
en la muestra. 
Cuando se comparan las dos reconstituciones in vitro con una subunidad en 
amplitud de la señal, vemos una mayor capacidad de homodimerización de la subunidad 
β respecto a la subunidad α. Esto justificaría que los estudios existentes hasta el 
momento se han centrado en el estudio del homodímero β (Francke y col., 1999; Yu y 
col., 2003; Prodohl y col., 2005; Volkmer y col., 2006; Prodohl y col., 2007b). Para poder 
conocer qué especies están realmente presentes en la reconstitución in vitro con las dos 
subunidades y lograr la separación del cyt b559 reconstituido in vitro de los posibles 
homodímeros presentes en la muestra, hubiera sido muy útil el poder disponer de un 
anticuerpo que reconociera a la subunidad β del cyt b559 de plantas. Recientemente ha 
aparecido un anticuerpo comercial contra esta subunidad con lo que estos experimentos 
se podrían llevar a cabo en el futuro. 
Como se ha comentado en anteriores secciones, el mRNA de la subunidad β del cyt 
b559 de algunas plantas es procesado mediante “RNA editing”, cambiando una base en el 
codón del aminoácido 26, de citosina a uracilo, provocando un cambio de aminoácido en 
esa posición de serina a fenilalanina. Se realizó la reconstitución in vitro del cyt b559 
mezclando la subunidad α de remolacha con la subunidad β de maíz (posee la 
fenilalanina en la posición 26 codificada en la secuencia de DNA), para observar si existía 
alguna diferencia en las propiedades espectroscópicas del citocromo reconstituido si la 
subunidad β mantenía la serina [no hay “RNA-editing” en E. coli, (Maier y col., 1996)]. 
Algunos trabajos anteriores habían remarcado la importancia funcional de la fenilalanina 
en la posición 26 (Bock y col., 1994; Bondarava y col., 2003), describiendo una 
disminución en la señal en los espectros de absorción diferenciales del cyt b559 del 
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mutante respecto al cyt b559 nativo. No obstante, según los datos de esta Tesis, la 
reconstitución in vitro del cyt b559 con la subunidad β de maíz es espectroscópicamente 
equivalente a la realizada con la subunidad β de remolacha, y la ausencia de la 
fenilalanina en la posición 26 no influye aparentemente ni en la calidad ni en el 
rendimiento de la reconstitución. 
Los resultados obtenidos en la caracterización por EPR de la reconstitución in vitro  
con las dos subunidades aisladas de remolacha (cyt b559 reconstituido αβ in vitro) indican 
que existen dos especies diferentes de LS presentes en la muestra. La primera forma, 
correspondiente a una coordinación axial bis-histidina del grupo hemo, concuerda con los 
datos obtenidos en la literatura para el cyt b559 nativo (Babcock y col., 1985; Stewart y 
col., 1998a; Yruela y col., 2003). La presencia de esta señal es compatible con la 
formación de dímeros con una coordinación axial del hemo similar a la del cyt b559 nativo. 
Dado las características de la muestra podrían ser heterodímeros o cualquiera de los dos 
homodímeros. La caracterización por EPR llevada a cabo en otro apartado de esta Tesis 
del homodímero β insertado en la membrana citoplasmática de E. coli nos indica que la 
señal obtenida no difiere de la asignada para el cyt b559 nativo. Además, tanto por trabajos 
realizados con anterioridad (Francke y col., 1999; Prodohl y col., 2005) como por 
experimentos de homodimerización in vitro efectuados durante este estudio nos muestran 
que la subunidad β tiene tendencia a homodimerizar y el homodímero podría estar 
presente en la mezcla de reconstitución. Por otra parte, sobre la formación del 
homodímero α los únicos datos que disponemos provienen del estudio de 
homodimerización in vitro realizado en esta Tesis que indican una tendencia a 
homodimerizar mucho menor que la calculada para la subunidad β, ya que en la literatura 
no existen trabajos a este respecto. 
La segunda forma de LS presente en la muestra de cyt b559 reconstituido in vitro, ya 
había sido encontrada con anterioridad en trabajos con el cyt b559 nativo (Shuvalov y col., 
1995). En ese trabajo esta señal de bajo espín se asignó a centros en los que una de las 
histidinas que coordinan el hemo había sido desplazada por un grupo –OH, en función de 
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la similitud de estas señales con las obtenidas con otros centros hemos con ligandos 
histidina-OH, la catalasa, la hemoglobina y la mioglobina (Blumberg y col., 1971; Fiege y 
col., 1995). La abundancia de esta señal en esos espectros del cyt b559 depende del 
grado de integridad de la muestra y de la manipulación a la que se ha visto sometida 
(Shuvalov y col., 1995; Bianchetti y col., 1998). Además, se propuso un modelo 
estructural en el que manteniéndose la unión entre las dos subunidades, se produce un 
desplazamiento de una de las histidinas para dar lugar a la formación de un centro hemo 
con ligandos histidina-OH (Shuvalov y col., 1994). De hecho, la presencia de las 
subunidades en solución dificultaría, en principio, el correcto ensamblaje del heterodímero 
debido a una mayor libertad de movimiento de estas subunidades en solución en 
comparación con la situación en la bicapa lipídica y/o unidas al PSII. Además, la 
presencia de detergente en la muestra podría causar distorsiones en la estructura. La 
presencia en la muestra de especies de HS podría estar asociada, como ya se ha 
mencionado anteriormente, a formas distorsionadas de unión de las subunidades, en las 
que no se hubiera llegado a formar el dímero correctamente (Loew, 1983; Scheidt y col., 
1983). 
Se podría sugerir, por lo tanto, que esta segunda especie de LS presente en la 
muestra procedería también de la formación de dímeros de las subunidades (bien 
homodímeros u heterodímeros), en los que una de las histidinas ha sido desplazada por 
un grupo –OH, según la estructura propuesta por Shuvalov. Hay que destacar, como se 
ha mencionado en la Sección de Resultados, que la abundancia relativa de esta forma LS 
es minoritaria respecto a la forma LS correspondiente a una coordinación axial bis-
histidina del grupo hemo, como en el cyt b559 nativo (Babcock y col., 1985; Stewart y col., 
1998a; Yruela y col., 2003). 
Sin embargo, con los resultados obtenidos de la caracterización por EPR de la 
muestra de cyt b559 reconstituido no es posible distinguir los diferentes tipos de dímeros 
que podrían estar presentes, ni establecer una abundancia relativa entre ellos. Para poder 
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hacerlo sería necesario llevar a cabo una caracterización por EPR de los homodímeros 
por separado. 
El potencial calculado para el cyt b559 reconstituido in vitro (+ 36 mV) corresponde 
con la forma LP del citocromo, esta es la forma en la que se encuentra el cyt b559 cuando 
está purificado (Matsuda y col., 1983; Ortega y col., 1989). El valor calculado de potencial 
de esta forma es muy variable dependiendo del pH y del ambiente en el que se encuentre 
el citocromo (Fan y col., 1970; Ortega y col., 1988; Thompson y col., 1989; Ahmad y col., 
1993; Kaminskaya y col., 1999; Roncel y col., 2001). Comparando el potencial del cyt b559 
αβ reconstituido en esta Tesis con el del homodímero β (Francke y col., 1999), el 
resultado concuerda bastante bien. El potencial del homodímero β en ese trabajo es de + 
48 mV si se reconstituye en presencia de Tritón X-100 y de + 20 mV si se realiza en 
octilglucósido. El potencial del grupo hemo varía dependiendo de lo expuesto que esté al 
solvente (Matsuda y col., 1983; Ortega y col., 1989; Krishtalik y col., 1993). Así por 
ejemplo, si el tamaño de la micela de detergente es mayor más protegido se encontrará el 
hemo, en un ambiente mucho más hodrofóbico (Francke y col., 1999). El valor de 
potencial calculado en esta Tesis para el cyt b559 es un valor intermedio a los publicados 
para el homodímero β, que podría explicarse porque en nuestro trabajo se utilizó β-DM y 
este detergente tiene un tamaño de micela que se encuentra entre el de micela del Tritón 
X-100 y el del octilgucósido, al igual que su hidrofobicidad. 
4.4 ESTUDIO DE LA INSERCIÓN EN LA MEMBRANA CITOPLASMÁTICA DE E. coli. 
RECONSTITUCIÓN IN VIVO DEL cyt b559 MEDIANTE LA SOBREEXPRESIÓN DE 
LAS SUBUNIDADES COMO PROTEÍNAS DE FUSIÓN JUNTO CON LA MBP  
Las proteínas integrales de membrana cuando son sobreexpresadas en E. coli 
poseen una tendencia natural a agregarse en forma de cuerpos de inclusión y, en 
determinadas condiciones, insertarse de una manera espontánea en la membrana 
citoplasmática de la bacteria (Drew y col., 2003). Existen varios ejemplos de proteínas de 
membrana que al ser sobreexpresadas se han insertado en la membrana de E. coli, como 
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el citocromo f (Rothstein y col., 1985), la LCHP (Kohorn y col., 1991), el citocromo b5 
(Smith y col., 1994) y el citocromo b6 (Kroliczewski y col., 2005; Dreher y col., 2007). 
Además, los citocromos, fueron obtenidos en forma de holoproteína coordinando en la 
mayoría de los casos hemo endógeno presente en la bacteria. Como se ha comentado 
anteriormente, la inserción en la membrana también ocurre en el caso de la subunidad β 
del cyt b559 de Synechocystis PCC 6803 y de Synechococcus PCC 7002, que se dispone 
en forma de homodímero con características espectroscópicas similares al cyt b559 nativo 
(Yu y col., 2003; Prodohl y col., 2005). 
En la Sección de Resultados se ha descrito el comportamiento de las subunidades 
del cyt b559 de diferentes organismos. Las proteínas de fusión sobreexpresadas en E. coli 
de la subunidad α (Synechocystis PCC 6803 y remolacha) y de la subunidad β 
(Synechocystis PCC 6803, remolacha y maíz) se insertan espontáneamente en la 
membrana citoplasmática de la bacteria.  
El hecho de que las proteínas se encuentren ensambladas dentro de una 
membrana no quiere decir que vayan a ser funcionales. La composición de los lípidos de 
la membrana, la unión del cofactor, la presencia de otras subunidades proteicas 
potencialmente necesarias son factores importantes que pueden hacer que la proteína 
sobreexpresadas sea funcional o no (Drew y col., 2003). En nuestro trabajo, la única 
subunidad sobreexpresada que homodimeriza correctamente con unas características 
espectrales similares a las del cyt b559 nativo es la proteína de fusión de la subunidad β de 
Synechocystis PCC 6803. Como se ha comentado con anterioridad, la membrana de E. 
coli contienen citocromos endógenos, además de otros complejos proteicos, y en su 
mayoría estos citocromos participan en la cadena respiratoria. Cuando se observa el 
espectro de absorción de la membrana citoplasmática de E. coli crecida aeróbicamente 
hasta la fase estacionaria de crecimiento (Gennis, 1987; Dreher y col., 2007), se aprecia 
su gran similitud con el espectro del cyt b559 nativo (Stewart y col., 1998a). Por eso a la 
hora de observar si existe reconstitución in vivo del homodímero en la membrana se hace 
en base al aumento de amplitud de la señal respecto a las membranas control. De todas 
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las posibilidades probadas en esta Tesis, la subunidad β de Synechocystis PCC 6803 
sobreexpresada fue la única que se reconstituyó en la membrana bacteriana aumentando 
considerablemente la intensidad del espectro de absorción en la zona de los citocromos. 
Los resultados negativos que se obtienen con la subunidad α, bien de remolacha o 
de Synechocystis PCC 6803, sugieren que existe algún impedimento para la correcta 
reconstitución in vivo en la membrana de ésta. Ni siquiera los experimentos realizados 
con la subunidad α de remolacha sobreexpresada en el vector pMAL-c2X modificado con 
la cola de histidinas mostraron alguna evidencia de la existencia de la reconstitución in 
vivo de esta subunidad en la membrana de la bacteria. A pesar de suplementar el medio 
de cultivo con grupo hemo y sus precursores o de liberar la subunidad de la proteína de 
fusión por digestión con proteasa, no se obtuvieron resultados positivos. La poca 
tendencia que tiene la subunidad α a homodimerizar ya se había sido observada en los 
experimentos de reconstitución in vitro. No existen trabajos publicados de estudios de 
homodimerización de esta subunidad mientras sí existen sobre la subunidad β (Francke y 
col., 1999; Yu y col., 2003; Prodohl y col., 2005; Volkmer y col., 2006; Prodohl y col., 
2007b). El cyt b559 nativo es un heterodímero (Stewart y col., 1998a) y para el ensamblaje 
del centro de reacción del PSII es necesaria la presencia de las dos subunidades. 
Algunos autores plantean la posibilidad de que el cyt b559 esté compuesto por 
homodímeros de cada subunidad (Moskalenko y col., 1992; Shuvalov y col., 1995; 
Mcnamara y col., 1997; Yu y col., 2003), a pesar de los datos cristalográficos obtenidos 
hasta el momento (Kamiya y col., 2003; Biesiadka y col., 2004; Ferreira y col., 2004; Loll y 
col., 2005; Guskov y col., 2009). Según los resultados obtenidos en los experimentos de 
homodimerización de la subunidad α, no existen evidencias de la posibilidad de que esta 
subunidad sea capaz de homodimerizar, reconstituyéndose espontáneamente, hecho que 
apoyaría la composición heterodimérica del citocromo. Lo extraordinario, entonces, es la 
homodimerización de la subunidad β. 
Se plantea, por lo tanto, una pregunta: ¿Cuál es el motivo por el que la subunidad β 
de Synechocystis PCC 6803 se reconstituye espontáneamente en forma de homodímero 
Discusión 
188 
en la membrana citoplasmática de E. coli y la misma subunidad de remolacha o maíz no 
lo hace? Los datos obtenidos muestran que las proteínas se encuentran insertadas en la 
membrana de la bacteria, pero se ignora si en la orientación correcta o si están formando 
homodímeros. El proceso también podría fallar en la unión del cofactor. Realizando 
experimentos con esferoplastos y digestión con proteasas, podríamos saber la topología 
de la subunidad insertada en la membrana. Experimentos futuros aclarán este punto. 
Sería poco probable que la no reconstitución in vivo se debiera a la procedencia del 
gen y a que existieran diferencias claves en el ensamblaje de la subunidad β en 
cianobacterias y en plantas, ya que se han descrito casos de citocromos más complejos 
como el cyt b6 de espinaca, cuya reconstitución in vivo en la membrana citoplasmática de 
E. coli no presenta problemas (Kroliczewski y col., 2005; Dreher y col., 2007). Por otro 
lado, como ya se ha comentado anteriormente, la secuencia de aminoácidos de la 
subunidad β del cyt b559 se encuentra muy conservada en la naturaleza (Fig. 21 y Fig.91) 
aunque se observan algunas discrepancias entre las secuencias. Una de ellas es el 
aminoácido presente en la posición 26, en el que por secuencia de DNA la remolacha 
posee una serina (cuyo codón se modifica por “RNA-editing” para codificar una 
fenilalanina), en cianobacterias y otras plantas como el maíz es una fenilalanina por 
secuencia de DNA. El comportamiento a la hora de la reconstitución in vivo en la 
membrana citoplasmática de la bacteria es el mismo para la subunidad β de remolacha 
que para la de maíz por lo que la presencia de la fenilalanina parece no ser determinante. 
El hecho de no producirse el cambio de secuencia de RNA y se mantenga la serina en la 
posición 26 no es el motivo causante de las diferencias observadas en cuanto a la 
reconstitución entre la subunidad β de Synechocystis PCC 6803 y de remolacha. 
Observando la secuencia de ambos polipéptidos, una diferencia notable es el extremo N-
terminal que es la parte menos conservada entre especies. También, otra diferencia se 
encuentra en el aminoácido siguiente a la histidina que coordina el hemo, en 
cianobacterias es una treonina mientras que en plantas es una glicina. 
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sub β Synechocystis PCC6803 MATQNPNQPV TYPIFTVRWL AVHTLAVPSV FFVGAIAAMQ FIQR 44
sub β Synechococcus PCC7002 -MTSGPNQPV SYPIFTVRWL AVHTLAVPSV FFLGAIAAMQ FIQR 43
sub β B. vulgaris -MTIDR---- TYPIFTVRWL AVHGLAIPTV SFLGSISAMQ FIQR 39
sub β Z. mays -MTIDR---- TYPIFTVRWL AVHGLAVPTV FFLGSISAMQ FIQR 39
 
Figura 91 Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la subunidad β de distintas 
especies. 
 
Sería interesante que en un futuro se profundizara en el estudio de las diferencias 
existentes entre la secuencia de las subunidades β de las diferentes especies para 
conocer la o las razones de la reconstitución in vivo espontánea de la subunidad de 
Synechocystis PCC 6803 y de Synechococcus PCC 7002, mientras que la misma 
subunidad procedente de plantas no lo hace. 
En el análisis por EPR realizado a fragmentos de membranas citoplasmáticas de E. 
coli que contienen el homodímero β de Synechocystis PCC 6803, se detectó una especie  
de hemo LS que no se encuentra presente en la membrana de la bacteria utilizada como 
control. Existe una gran similitud entre estos valores descritos en esta Tesis y los del cyt 
b559 nativo (Babcock y col., 1985; Stewart y col., 1998a; Yruela y col., 2003), y 
corresponden a un grupo hemo con una coordinación axial bis-histidina. Esto indicaría 
que la coordinación del hemo en el homodímero es esencialmente igual a la del 
heterodímero presente en la naturaleza. Hasta el momento no existían datos de la 
coordinación del cofactor en el homodímero ya que en los trabajos publicados al respecto 
(Yu y col., 2003; Prodohl y col., 2005) no se había llevado a cabo la caracterización del 
homodímero β por EPR. 
Podríamos, entonces, intentar comparar los resultados obtenidos por esta técnica 
para el homodímero β con los del cyt b559 reconstituido in vitro, con objeto de observar sus 
semejanzas y diferencias (Fig. 93). La principal diferencia observada es la presencia en la 
muestra del cyt b559 reconstituido in vitro de una segunda forma LS, a la que se ha 
asociado una coordinación del grupo hemo histidina-OH, que en el espectro del 
homodímero β in vivo no aparece.  
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Figura 92 Comparación de los espectros de EPR de las dos muestras. A, espectros de CW-
EPR. B, espectros de ei-EPR 2p, τ = 96 ns. Fragmentos de membranas citoplasmáticas de 
bacterias que sobreexpresan la proteína MBP-subβ de Synechocystis PCC 6803 (—); 
muestra de cyt b559 reconstituido αβ in vitro (—). Se han marcado las posiciones relevantes 
de gef. 
 
Las diferencias de forma adicionales entre las características de ambos espectros 
se pueden asociar a distribución de entornos de los centros hemo LS (Yruela y col., 
2003). El entorno en el que están expuestas las proteínas es totalmente diferente, 
mientras el cyt b559 reconstituido in vitro se encuentra en solución con detergente, el 
homodímero β está insertado en una membrana biológica. Posiblemente esto explicaría 
también el pequeño cambio de posición en la señal gx (de gx = 1.5 a gx = 1.4) de la forma 
LS correspondiente a una coordinación axial del grupo hemo bis-histidina. 
En algunos trabajos previos se habían realizado titulaciones redox para calcular el 
potencial redox del homodímero β de Synechocystis PCC 6803 y de Synechococcus PCC 
7002 (Francke y col., 1999; Yu y col., 2003), pero con la proteína en solución en 
presencia de detergentes, que pueden modificar las propiedades redox de las proteínas. 
Por eso se decidió realizar una titulación in situ con el homodímero insertado en la 
membrana citoplasmática de la bacteria. El potencial calculado del homodímero β de 
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Synechocystis PCC 6803 en este caso fue mayor (+ 125 mV) que el descrito con 
anterioridad para la proteína en solución [en torno a + 50 mV (Francke y col., 1999; Yu y 
col., 2003)]. Este potencial corresponde a la forma LP del cyt b559 nativo (Ortega y col., 
1989; Stewart y col., 1998a). Como se ha comentado anteriormente en la Discusión, se 
ha descrito la variabilidad en el potencial del cyt b559 dependiendo del ambiente en el que 
se encuentra (Fan y col., 1970; Ortega y col., 1988; Thompson y col., 1989; Ahmad y col., 
1993; Kaminskaya y col., 1999; Roncel y col., 2001). Existe una tendencia a asociar una 
menor libertad de movimiento entre las subunidades que forman el citocromo con un 
mayor potencial, lo cual podría explicar las diferencias existentes entre el potencial 
calculado en esta Tesis y los descritos en la literatura. En la membrana plasmática el 
grado de libertad que tienen las α-hélices es mucho menor que en solución en presencia 
de detergentes, pareciéndose el primer caso mucho más a como se encuentra el cyt b559 
en la membrana tilacoidal. Además, esta menor libertad de movimiento en una bicapa 
lipídica se encuentra asociada con una mayor hidrofobicidad en el entorno del grupo 
hemo. Cuanto más hidrofóbico sea su entorno, es decir que se encuentre menos 
expuesto al medio acuoso, mayor potencial tendrá el grupo hemo (Matsuda y col., 1983; 
Ortega y col., 1989; Krishtalik y col., 1993), lo cual concuerda con los resultados 
obtenidos del potencial redox del homodímero β de Synechocystis PCC 6803 en esta 
Tesis 
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5 CONCLUSIONES 
1. La cola de seis histidinas, colocada entre la proteína portadora (MBP) y la 
proteína a sobreexpresar, ejerce una influencia negativa sobre la expresión de las 
dos subunidades del cyt b559 de remolacha. Cuando está presente en la 
construcción es necesario realizar un control estricto de la temperatura de 
inducción para conseguir expresión en la fase soluble de la proteína de fusión. 
2. Para lograr sobreexpresar la subunidad α del cyt b559 de Synechocystis PCC 6803 
como proteína de fusión en el vector pMAL-c2X es necesario disminuir la 
temperatura de inducción, mientras que para la subunidad β del mismo origen, la 
de maíz y las dos subunidades de remolacha se alcanza una buena 
sobreexpresión de la misma forma en condiciones estándares. 
3.  Después de los experimentos realizados para intentar purificar las dos 
subunidades del cyt b559 de remolacha, partiendo de la expresión en la fase 
soluble de las correspondientes proteínas de fusión con la cola de histidinas, sólo 
se consiguió purificarlas parcialmente. 
4. El método cromatográfico más adecuado para la purificación de las subunidades 
del cyt b559 fue el intercambio aniónico, para cuyo éxito es determinante conseguir 
liberar la subunidad del resto de la proteína de fusión mediante su digestión 
completa, bien con Trombina o bien con Factor Xa. 
5. Se ha conseguido la reconstitución in vitro del cyt b559 a partir de los cuerpos de 
inclusión. Sus propiedades espectroscópicas, las señales obtenidas en EPR y el 
potencial redox calculado para la muestra de cyt b559 reconstituido in vitro se 
corresponden con las características del cyt b559 nativo, a pesar de obtener una 
mezcla de especies debido a la no homogeneidad de la muestra. 
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6. Cuando se sobreexpresan las subunidades del cyt b559 en forma de proteína de 
fusión junto con la MBP, parte de la proteína se localiza insertada en la 
membrana citoplasmática de E. coli en todos los casos estudiados. 
7.  La única subunidad sobreexpresada que es capaz de reconstituirse 
espontáneamente en la membrana de la bacteria en forma de homodímero es la 
subunidad β de Synechocystis PCC 6803. Este homodímero β posee unas 
características espectroscópicas, unas señales de EPR y un potencial redox muy 
similares a los del cyt b559 nativo. 
8. La razón por la que la subunidad β del cyt b559 de cianobacterias homodimerice 
correctamente y posea unas características espectroscópicas similares al nativo y 
la de remolacha no lo haga, no es debido al “RNA editing” que cambia la serina 
en posición 26 por una fenilalanina, ya que la subunidad β de maíz que ya la tiene 
codificada en la secuencia de DNA tampoco lo hace. La diferencia entre la 
subunidad β de cianobacterias y la de plantas causante de este comportamiento 
distinto nos es por el momento desconocida. 
9.  Los experimentos de reconstitución realizados con la subunidad α del cyt b559 
tanto in vitro como in vivo, revelan una menor tendencia a homodimerizar 
correctamente que la que presenta la subunidad β. 
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